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Resumo

Resumo

Este trabalho engloba o estudo da actividade antioxidante de catequinas e procianidinas
oligoméricas (3-flavandis) tanto in vifro, no qual se estabeleceu uma relagdo entre o efeito
antioxidante destes compostos e a sua estrutura molecular, como in vivo, ao nivel da sua
ac¢do preventiva face ao envelhecimento cerebral induzido pelo etanol.

Na primeira parte do trabalho os 3-flavanois foram sintetizados ou extraidos de grainhas de
uvas e purificados através de um complexo e moroso tratamento cromatografico, tendo-se
obtido os seguintes compostos com um elevado grau de pureza: os mondmeros (+)-catequina,
(-)-epicatequina e (-)-epicatequina-3-O-galato; as procianidinas diméricas do tipo C4-C8 (B1,
B2, B3 e B4) e respectivos analogos do tipo C4-C6 (BS, B6, B7 e B8), o dimero B2-3""-O-
galato; os trimeros C1 ¢ T1.

O estudo da actividade antioxidante dos 3-flavanois in vitro (Parte 2) envolveu um modelo
experimental constituido por lipoproteinas de baixa densidade (LDL) humanas que foram
submetidas a um processo de oxidagdo controlado. Avaliou-se o efeito antioxidante destes
polifenois, mais precisamente a sua capacidade de neutralizar radicais livres de oxigénio
(RLO) face a diferentes etapas da reac¢do de oxidagio das LDL (inicia¢do e propagacdo). A
fase inicial da oxidagio foi avaliada através da fluorescéncia de uma sonda altamente
sensivel, o acido cis-parinarico (cis-PnA), incorporado na membrana das LDL e a etapa de
propagacdo foi analisada pela monitorizagio da formagdo de hidroperoxidos com ligagdes
duplas conjugadas e pelo consumo de oxigénio. Os resultados do estudo da influéncia da
estrutura molecular das procianidinas diméricas na sua ac¢do antioxidante sugerem que: 1) 0
tipo de ligagdo interflavondide (C4-C6 e C4-C8) estabelecida entre as unidades monoméricas
(C4-C8 ou C4-C6) exerce um efeito significativo na capacidade que estes compostos tém de
neutralizar os radicais livres, apresentando os dimeros C4-C6 uma ac¢do mais significativa na
fase de iniciacdo e os dimeros C4-C8 um efeito antioxidante mais acentuado na fase de
propagagio da oxidagdo das LDL; ii) o grau de polimerizagdo das procianidinas induz um
aumento da sua capacidade antioxidante, mas apenas nos compostos constituidos pela mesma
unidade monomérica, (-)-epicatequina (epi), dimero B2 (epi-epi) e trimero C1 (epi-epi-epi),
iii) a galoilagdo aumenta a actividade antioxidante dos 3-flavanois, especialmente no caso do
dimero B2-3""-O-galato, o qual se revelou o antioxidante mais eficiente. Adicionalmente, as
procianidinas diméricas exerceram efeitos distintos dependendo da etapa de oxidagdo em

causa. Os dimeros C4-C8 (B1 a B4) ndo induziram qualquer periodo de inibi¢do (t;) na etapa




de inicia¢do da oxidagdo das LDL (método do cis-parinarico), diminuindo apenas a
velocidade de oxidagdo, sendo que na etapa de propagacdo (consumo de oxigénio e formagao
de dienos conjugados) ja se verificou um periodo de indugdo. Pelo contrario os restantes 3-
flavanois (dimeros C4-C6, mondémeros, trimeros C1 e T1, B2-3""-O-galato e (-)-epicatequina-
galato) apresentaram um periodo de indu¢do em ambas as etapas da oxidacdo. Estes
resultados sugerem que os 3-flavandis estudados interactuam de forma distinta com os
radicais peroxilo hidrofilicos (fase de iniciag@0) e com os radicais peroxilo de origem lipidica
(fase de propagagdo). A conformagdo adoptada pelas diferentes procianidinas diméricas em
solugdo e que influencia as suas propriedades hidrofilicas poderdo, por um lado, afectar de
modos diferentes para cada isomero a sua capacidade de ligagdo a componente lipidica das
lipoproteinas, e por outro lado, o tipo de conformagdio adoptada por cada dimero podera
afectar a sua interacgdo com os radicais livres peroxilo presentes na fase aquosa (etapa de
inicia¢do) e na membrana das LDL (etapa de propagacéo).

Na Parte 3 do trabalho avaliou-se o efeito antioxidante de um extracto de grainhas
constituido essencialmente por catequinas e procianidinas oligoméricas a nivel cerebral pela
quantificagdo de lipofuscina nos neuronios da sub-divisdo CA3 do hipocampo de ratos. Os
resultados sugerem que as catequinas e procianidinas oligoméricas quando administradas
numa solugio etanolica previnem a deposi¢do anormal de lipofuscina induzida pelo etanol.
Este facto pode ter varias explicagdes: a) o etanol facilita a absor¢@o destes compostos pela
ruptura de células intestinais, b) os 3-flavanois apresentam uma maior solubilidade em
solugdo alcoolica o que pode favorecer a sua absor¢do a nivel intestinal, c¢) as catequinas e
procianidinas apenas exercem um efeito inibidor numa situagdo de dano celular, como o
induzido pelo etanol. Analisou-se também a capacidade antioxidante total do plasma (TRAP)
dos animais por monitorizagdo do consumo de oxigénio, mas ndo se obtiveram diferengas

significativas entre os grupos estudados.



Abstract

Abstract

This work included the study of the antioxidant activity of catechins and oligomeric
procyanidins (3-flavanols) on both in vitro conditions, in which it has been tried to established
a relationship between antioxidant effect of these compounds and their molecular structure,
and in vivo conditions involving their preventive action upon ethanol-induced aging of the
brain.

Firstly, 3-flavanols were synthesized or extracted from grape seeds and purified by
different chromatographic techniques, resulting the follow high pure compounds: monomers
(+)-catechins, (-)-epicatechin and (-)-epicatechin-3-O-gallate; dimers C4-C8 (B1-B4) and
respective analogues C4-C6 (B5-B8) and B2-3"'-O-gallate; trimers C1 and T1.

The study of antioxidant activity of 3-flavanols in vitro (Part 2) involved an experimental
model consisting of human low density lipoproteins (LDL) submitted to a controlled
oxidation process. The antioxidant effect, more precisely, the radical trapping capacity of
these polyphenols was evaluated at different stages of LDL oxidation (initiation and
propagation). The initial event of oxidation was evaluated by means of the fluorescence
quenching of a highly sensitive probe, cis-parinaric acid (cis-PnA), incorporated at the LDL
membrane, and propagation stage was analyzed by monitoring conjugated dienes formation
and oxygen consumption. The results concerning the influence of molecular structure of 3-
flavanols on their antioxidant action suggest that: i) interflavan linkage type (C4-C6 or C4-
C8) established between monomeric units exerts a significant effect upon free radical trapping
capacity showing that procyanidins dimers C4-C6 (B6 to B8) presented a more powerful
antioxidant effect in initial step while C4-C8 procyanidins dimers a more pronounced effect
in propagation phase of LDL oxidation; ii) polymerization of 3-flavanols induce an increase
of antioxidant capacity, but only for the compounds containing the same monomeric unit, (-)-
epicatechin (epi), dimer B2 (epi-epi) and trimer C1 (epi-epi-epi); iii) galloylation increase
antioxidant activity of 3-flavanols, specially in the case of B2-3'"-O-gallate, which revealed
the maximal trapping efficiency.

Additionally, procyanidins show to have different effects depending on the oxidation stage.
dimers C4-C8 (B1-B4) didn’t induce any inhibition period () in initiation stage of LDL
oxidation, but only reduced oxidation rate, whereas in propagation phase (oxygen
consumption and conjugated dienes formation) there was an inductive period. Oppositely, the
remaining 3-flavanols (dimers C4-C6, monomers, trimers C1 and T1, (-)-epicatechin-3-O-

gallate and B2-3"'-O-gallate) induced an inhibition period in both oxidation stages. These
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results suggest that 3-flavanols interact with hydrophilic (initiation) and with hydrophobic
(propagation) peroxyl radicals in a different way. Conformation adopted by these
procyanidins in solution, which influence their hydrophilic properties, could affect dimers
capacity to interact with lipidic component of LDL and, on the other hand, the conformation
of each procyanidin could affect differently its affinity to peroxyl radicals present in aqueous
media (initiation) and in LDL membrane (propagation).

In Part 3 of the work it has been studied the antioxidant activity of a grape seed extract
composed essentially by catechins and oligomeric procyanidins at the rat brain by lipofuscin
quantification on CA3 subdivision of hippocampus. The results suggest that catechins and
procyanidins when administrated in ethanolic solution prevent abnormal ethanol-induced
lipofuscin deposition. This fact could have different explanations: a) the rupture of intestinal
cells promoted by ethanol could increased these polyphenols absorption; b) 3-flavanols have a
higher solubility in alcoholic solution, which could promote their intestinal absorption; ¢)
catechins and procyanidins only exert an inhibitory effect in a cellular damage situation, like
that induced by ethanol. Total antioxidant capacity of plasma (TRAP) was also studied by

monitoring oxygen consumption, but were not detected significant differences among tested

groups.



Résume

Résumé

Ce travail concerne I’étude de I’activité antioxydante des catéchines et des procyanidines
oligomeriques (3-flavanols) autant iz vitro, dans lequel on a cherché a établir une liaison entre
I’effet antioxydant de ces composés et leur structure moléculaire, comme in vivo, au niveau de
leur action préventive face au vieillissement cérébral provoquer par I"alcool.

Dans la premiére partie de ce travail, les 3-flavanols on été synthétisées ou extrait
directement des pépins de raisins et purifiés par des différentes techniques
chromatographiques. Les composés suivants ont été obtenus avec un haut degré de pureté: les
monoméres (+)-catéchine, (-)-épicatéchine et (-)-épicatéchine-3-O-gallate; les dimeres C4-C8
(B1-B4), C4-C6 (B5-B8) et B2-37’-O-gallate; les trimeres C1 et T1.

L’étude de I’activité antioxydante des 3-flavanols in vitro (Part 2) a engagé un model
expérimental constitué par des lipoprotéines de faible densité (LDL) humaines qui on été
subis un processus d’oxydation contrdlé. L’effet antioxydant de ces polyphénols, plus
précisément de leur capacité pour neutraliser les radicaux livre d’oxygenes (RLO) pendant les
différentes étapes de la réaction d’oxydation des LDL (initiation et propagation) a été étudié.
La phase initiale de I’oxydation a été évaluée par fluorescence d’une sonde trés sensible,
I’acide cis-parinarique (cis-PnA), incorporée dans la membrane des LDL et Iétape de
propagation a été analysée par monitorisation de la formation des hydroperoxydes avec
double liaison conjuguée et par la consommation de I’oxygéne. Les résultats de P’étude de
’influence de la structure moléculaire des 3-flavanols dans leur action antioxydante
suggérent: i) le type de liaison interflavane établie entre les unités monomeriques a un effet
significatif dans la capacité des 3-flavanols neutraliser les radicaux livre d’oxygeénes - les
diméres C4-C6 ont une action plus significative dans la phase d’initiation, tandis que les
diméres C4-C8 ont un effet antioxydant plus marqué dans la phase de propagation de
I’oxydation des LDL; ii) le degré de polymérisation des 3-flavanols induit une augmentation
de leur capacité antioxydante, mais seulement pour les composés constitués par la méme unité
monomerique, (-)-épicatéchine, dimére B2 et trimére C1; iii) la présence d’un groupe galloyl
augmente 1’activité antioxydante des 3-flavanols, spécialement dans le cas du dimere B2-3"’-
O-gallate, lequel est démontré étre I’antioxydant le plus efficient. En plus, les 3-flavanols ont
de différents effets selon les étapes d’oxydation en cause. Les dimeres C4-C8 (B1 a B4)
n’induisent aucune période d’induction (ti) dans I’étape d’initiation d’oxydation des LDL

(méthode cis-parinarique), réduisant seulement la vitesse d’oxydation, tandis que dans I’étape
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de propagation (formation des dienes conjugués et consommation de I’oxygéne) on observe
une période d’induction. Par ailleurs, les autres 3-flavanols (dimeres C4-C6, monomeéres,
trimeres C1 et T1 et ésters-gallate) présentent une période d’induction dans les deux étapes
d’oxydation. Ces résultats suggerent que les 3-flavanols interagissent de différentes fagons
avec les radicaux peroxyde hydrophiliques (phase d’initiation) et avec les radicaux peroxyde
d’origine lipidique (phase de propagation). La conformation adoptée par les différent
isoméres des procyanidines diméres (B1-B8) en solution et qui influence leurs propriétés
hydrophiliques peuvent, d’une part, affecter de fagon différente pour chaque isomere leur
capacité pour se lier a la partie lipidique des lipoproteines et, d’autre part, les conformeéres
adoptés par chaque procyanidine peuvent affecter leur interaction avec les radicaux livres
peroxyde présents dans la phase aqueuse (étape d’initiation) et dans la membrane des LDL
(étape de propagation).

La troisiéme partie de ce travail concerne 1’étude de I’effet antioxydant d’un extrait de
pépin de raisin, constitué essentiellement par un mélange de catéchines et procyanidines
oligomeéres, au niveau cérébral par la quantification de lipofuscine dans les neurones de la
sub-division CA3 du hippocampe des rats. Les résultats suggérent que les catéchines et
procyanidines oligomeéres ingérés en solution éthanolique préviennent la déposition anormal
de lipofuscine induite par 1’éthanol, contrairement a ce qu’on observe en solution aqueuse. Ce
fait peut_avoir plusieurs explications: a) 1’éthanol facilite I’absorption de ces composées par la
rupture de cellules intestinales; b) les 3-flavanols sont plus soluble en solution alcoolique, ce
qui peut aider a leur absorption au niveau intestinal; c) les catéchines et procyanidines
diméres exercent seulement un effet inhibiteur significatif dans une situation de dommage
cellulaire, comme celui induit par I’éthanol.

La capacité antioxydante totale du plasma (TRAP) des animaux a été également mesuré
par la méthode de monitorisation de la consommation d’oxygene, mais les différences entre

les groupes des animaux étudi€s ne sont pas significatives.
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Lista de Abreviaturas e Simbolos

Lista de Abreviaturas e Simbolos

A’: forma oxidada do antioxidante

AA(O°): forma oxidada do acido ascorbico

AA(OH): forma reduzida do acido ascorbico

AAPH: “2,2 -azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride”
ASB: albumina sérica bovina

Abs: absorvancia

ABTS: “3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonate”

A area do citoplasma

AIBN: “2,2 -azobis (2-methylpropanenitrile)”

AH: forma reduzida do antioxidante

Ajip: area dos granulos de lipofuscina

AMYVN: “2 2’-azobis (2,4-dimethylvaleronitrile)”

(+)-cat: (+)-catequina

Cat(0"): forma oxidada da (+)-catequina

Cat(OH): forma reduzida da (+)-catequina

cis-PnA: acido cis-parinérico

CP: catequinas e procianidinas

DAD: “diode array detector”

DMPD: “N, N-dimethyl-p-phenylenediamine”

DNA: acido desoxirribonucleico

DPPH: “1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl”

E’: potencial normal de reducio

EDTA: “ethylenediaminetetraacetic acid”

(-)-epi: (-)-epicatequina

F: parametro caracteristico do teste estatistico

GABA: “y-aminobutyric acid”

g. L.: graus de liberdade

HDL: “high density lipoprotein”, lipoproteina de alta densidade
HIV: “human immunodeficiency virus”, virus da imunodeficiéncia humana

4-HNE: 4-hidroxinonenal
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IDL: “intermediate density lipoprotein”, lipoproteina de densidade intermédia
In: iniciador

Kox: velocidade de oxidagdo

Kx: velocidade de oxidagdo molar

LDL: “low density lipoprotein”, lipoproteina de baixa densidade

MDA: malonaldeido

n: factor estequiométrico

nd: n3o detectavel

NBS: N-bromosuccinimida

p: nivel de significancia do teste estatistico

p.a.: pro-analise

PP: precipitado

PUFA: “polyunsaturated fatty acid”, acido gordo polinsaturado

R;: velocidade de formagdo de radicais peroxilo provenientes do AAPH
RLO: radicais livres de oxigénio

RNA: acido ribonucleico

RPE: ressondncia paramagnética electronica

rpm: rotagdes por minuto

SDS: “sodium dodecyl sulfate”

TAG: triacilglicérido

Tamp: temperatura ambiente

TBARS: “tiobarbituric acid reactive species”, espécies reactivas com o acido tiobarbiturico
ti: periodo de indugéo

T;: periodo de indugdo molar

TRAP: “total radical-trapping antioxidant parameter”, capacidade antioxidante total
UA: unidades de absorvéncia

UF: unidades de fluorescéncia

VLDL: “very low density lipoprotein”, lipoproteina de muito baixa densidade
VS.: Versus

vt: vestigial

V.: densidade volumétrica
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Objectivos

Objectivos do Trabalho

Este trabalho teve como principal objectivo conhecer melhor algumas das propriedades
bioldgicas de catequinas e de procianidinas oligoméricas que abundam na dieta mediterranea.
Devido as dificuldades para obter estes compostos no estado puro, a sua biodisponibilidade e
mecanismos bioquimicos de actuagdo no organismo permanecem ainda praticamente
desconhecidos.

A primeira parte deste trabalho foi realizada com o objectivo de relacionar a eficiéncia
antioxidante de catequinas e de varias procianidinas oligoméricas com a sua estrutura
molecular, isto ¢, avaliar o efeito de determinadas caracteristicas estruturais como o grau de
polimerizagdo, o tipo de unidade monomérica constituinte ((+)-catequina e (-)-epicatequina),
o tipo de ligacdo interflavonoide (C4-C6 e C4-C8) e a esterificagdo com o acido galico, na sua
ac¢do antioxidante. Este estudo foi realizado in vitro utilizando como modelo biologico as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) humanas, transportadoras do colesterol plasmatico,
por forma a avaliar a potencial ac¢do preventiva destes polifenois face ao desenvolvimento de
arteriosclerose e doencas cardiovasculares inerentes, que constituem uma das principais
causas de mortalidade

Procedeu-se também ao estudo in vivo do efeito de um extracto de grainhas constituido
essencialmente por catequinas e procianidinas oligoméricas a nivel cerebral na prevengio do
envelhecimento biolégico em condigbes normais e mediante alteragdes morfologicas no

cérebro induzidas pelo etanol.
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Introdugdo Geral

Introducio Geral

Nas ultimas décadas o Homem tem manifestado um crescente interesse pelo seu bem-estar
e qualidade de vida, o que tem motivado a comunidade cientifica a procurar e identificar
substancias, naturais ou sintéticas, potencialmente benéficas para o organismo,
nomeadamente com principios activos face a prevengio de doencas e do envelhecimento.

As doengas cardiovasculares e o cancro constituem uma das maiores preocupagdes da
Humanidade dada a sua elevada incidéncia e fatalidade. Esta comprovado cientificamente que
uma dieta rica em frutos e legumes previne a ocorréncia destas patologias, sendo este efeito
protector atribuido em parte, a compostos que apresentam propriedades antioxidantes tais
como a vitamina C, a vitamina E, os carotenéides (B-caroteno e outros) € a compostos
polifendlicos. O sucesso da dieta mediterrinea na prevencdo destas doengas degenerativas
deve-se ao consumo reduzido de carnes vermelhas e elevado uso de azeite, de frutos, de
legumes e uma ingestdo moderada de vinho tinto. O denominador comum deste regime esta
no consumo de produtos que contém um elevado teor em compostos polifendlicos que podem

actuar como antioxidantes.

1- Os Compostos Polifenoélicos

Os compostos polifendlicos resultam do metabolismo secundario das plantas e integram
as paredes celulares onde participam na formagdo de moléculas de lenhina altamente
polimerizadas (Amrani ef al., 1994).

Estes compostos desempenham um importante papel na natureza actuando a nivel
fisiologico na coloragdo e regulagio da maturagio dos frutos (Golstein e al., 1963) e na
protecgdo destes face a agentes agressores tais como as bactérias e os insectos (Strong et al ,
1979). A nivel nutricional exercem uma acgdo preponderante no desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais como a cor e o sabor de certos alimentos (Haslam, 1980). No plano
médico, parecem contribuir para a defesa antioxidante do organismo e prevenir a ocorréncia
de doengas cardiovasculares (Frankel et al., 1993, 1995; Teissedre et al., 1995; Carbonneau ef
al., 1997, Laranjinha e Cadenas, 1999; Ivanov ef al., 2001) e certos tipos de cancro (Gali et
al., 1994; Sakagami er al., 1995; Kolotziej et al., 1995).

Na natureza existe uma elevada variedade de compostos polifenélicos que apresentam

uma grande diversidade estrutural. Um dos grupos de compostos polifendlicos mais
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importante ¢ a dos flavonoides que apresentam como estrutura basica o nucleo flavanico

(Figura 1).

Figura 1- Estrutura e sistema de numeragdo do nucleo flavanico.

A estrutura dos diferentes flavonoides difere no grau e posicdo de grupos cetona e
hidroxilo, e na natureza e extensdo de alquilagdo e glicosilagdo dos grupos hidroxilo. Os
flavonoides apresentam como local preferencial de glicosilagdo o grupo hidroxilo do carbono

C3, podendo esta substituigdo também ocorrer nas posigdes C5 e C7.

Estima-se que existam cerca de 5000 tipos de flavonoides estruturalmente diferentes
(Chung ef al., 1998; Santos Buelga ef al., 2000). Como principais familias de flavondides na
natureza citam-se as antocianidinas, os flavandis, os flavonois, as flavonas e as flavanonas

(Figura 2).
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Figura 2- Classificag@o dos principais familias de flavonodides na natureza.
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Da familia dos flavonois refira-se a quercetina que se encontra presente no cha e vinho
tinto e a qual varios estudos tém atribuido uma relevante actividade antioxidante a nivel
biologico nos ultimos anos (Sichel et al., 1991; Kitagawa et al., 1992).

Para além dos flavonodides, existem outras familias de compostos polifenolicos
importantes na natureza tais como os acidos fenolicos e os estilbenos. Os 4cidos fenolicos
como o cafeico, o cumarico e o ferrilico abundam nos frutos e apresentam também uma
actividade antioxidante significativa (Laranjinha e Cadenas, 1999). A familia dos estilbenos,
da qual faz parte o resveratrol, tem revelado uma importante ac¢do inibitoria face a oxidagio

lipidica (Frankel et al., 1993).

1.1- As Catequinas
As catequinas pertencem a familia dos 3-flavandis e sdo constituidas por um anel

floroglucinol (A), um anel piranico (C) e um anel catecol (B) (Figura 3).

OH OH

OH OH

OH

OH

OH
(+)-catequina: R4=0OH; Rpy=H ) )
(-)-epicatequina: Ry=H; R,=OH (-)-epicatequina-3-O-galato

Figura 3- Estrutura das catequinas abundantes na natureza.

Os carbonos C2 e C3 desta unidade sdo assimétricos constituindo centros quirais, dos
quais resultam 4 isomeros: (+), (-)-catequina e (+), (-)-epicatequina. Nos isémeros (+)-
catequina e (+)-epicatequina o grupo 3,4-diidrofenilo ligado ao carbono C2 e o grupo
hidroxilo carbono C3 surgem em posi¢do frans (2R, 35) e nos restantes isébmeros em posi¢io
cis (2R, 3R). Na natureza os isomeros mais abundantes sio a (+)-catequina e a (-)-
epicatequina.

Estes compostos podem encontrar-se esterificados com um grupo galoilo na posigio C3

(ésteres do acido galico) (Figura 3).
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1.2- As Procianidinas

As procianidinas também pertencem ao grupo dos 3-flavandis e sdo polimeros
constituidos por duas ou mais unidades monoméricas de catequinas ((+)-catequina e (-)-
epicatequina).

As estruturas diméricas destes compostos sdo do tipo B (C30Hx012), se a ligagdo entre as
unidades monoméricas (ligacdo interflavonodide) € estabelecida entre o carbono C4 da unidade
superior € o carbono C8 ou C6 da unidade inferior (C4-C6 ou C4-C8) (Figura 4), ou do tipo
A (C30H24047) se, para além da ligagdo entre atomos de carbono, apresentam uma ligagdo éter
C2-0-C7 adicional entre as duas unidades monoméricas (Figura 5).

As procianidinas podem também apresentar na sua estrutura um ou mais grupos galoilo

(ésteres galato) (Figura 6).

OH
OH
OH
/ OH
OH
OH
OH

Dimeros C4-C8 Dimeros C4-C6

B1 ((-)-epi-(+)-cat): Ry=H; R,=OH; R3=0H; R,=H BS ((-)-epi-(-)-epi). R4=H; Ry=0H; R3=H; R4=OH
B2 ((-)-epi-(-)-epi): Ry=H; R,=OH; R3=H; R4=0OH B6 ((+)-cat-(+)-cat): R4=0H, R,=H; R3=0H; R4=H
B3 ((+)-cat-(+)-cat): R4=0H; Ry=H; R3=OH; Ry=H B7 ((-)-epi-(+)-cat): Ry=H; Ry=OH; Rg=OH; R4=H
B4 ((+)-cat-(-)-epi): R4=OH; Ry=H; Rs=H; R,=OH B8 ((+)-cat-(-)-epi): R1=OH; Ry=H; R3=H; R,=OH

Figura 4- Estrutura das procianidinas diméricas do tipo B.
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OH

OH

ARy = OH; Rp=H
Ay R1 = 0OH; Ry= OH

Figura 5- Estrutura de procianidinas diméricas do tipo A.

OH

OH

OH

OH

OH

OH

Figura 6- Estrutura de uma procianidina esterificada com o acido galico (B2-3"'-O-galato).

As procianidinas triméricas podem ser do tipo C, se as ligagdes interflavonoides sdo do

tipo B, ou do tipo D, se uma ligagao ¢ do tipo B e outra ¢ do tipo A (Figura 7).
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OH

C1 ((-)-epi-(-)}-epi-(-)-epi) : Ry,Rg,R5=H; Ry,R4,Rg=OH
T1 ((-)-epi-(-}-epi-(+)-cat) : Ry,Ry,Re=H; Ry,Rs,R5=OH

Figura 7- Estrutura de procianidinas triméricas do tipo C.

As formas mais condensadas das procianidinas podem-se dividir em procianidinas
oligoméricas cujo numero de unidades monoméricas € igual ou inferior a 6, e procianidinas

poliméricas com um numero de unidades monoméricas superior.

1.3- As Prodelfinidinas

As prodelfinidinas constituem uma familia de polimeros hidrossoluveis semelhante a das
procianidinas que diferem apenas na unidade monomérica, que consiste numa molécula de

galocatequina (Figura 8).
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OH
OH

OH

OH

(+)-galocatequina: Ry=OH; Ro=H
(-)-epigalocatequina: Ry=H; R,= OH

Figura 8- Estrutura de prodelfinidina.

As procianidinas e as prodelfinidinas pertencem a familia das proantocianidinas, também
designadas por taninos condensados (A origem do nome proantocianidina resulta do facto
destes compostos quando aquecidos em condi¢des 4cidas libertarem unidades de

antocianidina (pigmentos vermethos), segundo a reac¢io de Bate-Smith.

1.4- Os Taninos hidrolisaveis
Em determinadas espécies vegetais existem também os taninos hidrolisaveis ou galicos que
sdo constituidos por um nucleo central de glucose na qual os grupos hidroxilo estdo

esterificados, total ou parcialmente, com moléculas de acido gélico (Figura 9).

OH

O O-CO OH

OH
OH

Figura 9- Estrutura de um tanino hidrolisavel.

)" A designagfio tanino provém da capacidade destes compostos transformarem pele fresca em couro

(“tanning” que significa curtimento).
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2- Ocorréncia dos 3-flavanodis na natureza e sua biodisponibilidade

As catequinas e as procianidinas (3-flavanois) estdo presentes em grande concentragdo em

alimentos vegetais que fazem parte da dieta mediterranea como cereais, legumes e frutas, bem

como no vinho, no cha, na cidra e noutras bebidas (Tabela 1).

Tabela 1- Teor em procianidinas de diferentes produtos alimentares (expresso em unidades

equivalentes de catequina; nd- ndo detectavel; vt- vestigial) (Rice-Evans ef al., 1996).

Produto Teor
Cereais (mg/100g)
lentilha 316-1040 (peso seco)
fava nd-740
cevada 64-126
Frutas (mg/100g)
maca 17-50 (peso seco)
péra 0,7-12
uva 1-160
cereja 10-23 1
morango 2-50 |
Sumos e Bebidas (mg/L) ‘
sumo de maca nd-298 ‘
puré de maga 16-43 |
puré de péssego 9,5-24 ‘
sumo de péra _ 11-74 |
cidra 2290-3710 |
vinho tinto nd-500 |
vinho branco vt-7
vinho rosé vi-43
cerveja 3,5-19,5
Outros (mg/100g)

cacau 260-1200
Estima-se que o consumo humano diario de procianidinas varie entre 20-1000 mg/dia ‘
(Hertog et al., 1993; Scalbert et al., 2000), predominando a forma dimérica (Rohrbach ef al., |
1990). O vinho constitui uma das principais fontes de obtengdo destes polifenois na dieta l
mediterranea (Gaulejac et al., 1999).

Apesar das procianidinas abundarem na alimentagdo, a sua disponibilidade no organismo |

permanece ainda pouco esclarecida atendendo as dificuldades inerentes ao processo de analise |
deste compostos (Santos Buelga ez al., 2000).
Estudos envolvendo a administra¢do de procianidinas marcadas radiactivamente a ratos

demonstraram que 54% da actividade radiactiva se concentra na urina e desta constam
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produtos de baixo peso molecular como o acido hipurico, o etilcatecol e os acidos fendlicos
(Harmand et al., 1978). Outros estudos realizados igualmente com procianidinas marcadas
revelaram que 1 h apos a sua ingestdo via oral se verifica um maximo de radiactividade na
corrente sanguinea, € que nas 6 h seguintes ocorre uma distribuigdio destas espécies por todo o
organismo, com zonas preferenciais de localizagdo como a aorta, 0 duodeno e o figado. Nao
se conhece no entanto a forma e a natureza destas espécies radiactivas (Dédrez, 1999).
Pensa-se que os compostos polifendlicos de mais baixo peso molecular, como as
catequinas, sdo capazes de atravessar directamente a barreira intestinal, mas as formas mais
condensadas poderdo sofrer uma metabolizagdo prévia pela microflora intestinal segundo
processos de desidroxilagdo, metilagdo ou ligagdo a grupos sulfato (Jimenez-Ramsey ef al.,
1994). Depreende-se entdo que apenas uma reduzida porgdo de procianidinas ingeridas
mantém intacta a sua estrutura nativa, limitando desta forma a sua potencial ac¢do no

organismo.

3- Propriedades fisico-quimicas dos polifendis e seus efeitos bioldgicos

A natureza polifendlica e o elevado peso molecular sdo caracteristicas estruturais que
conferem a determinados polifendis, nomeadamente aos 3-flavandis (catequinas e
procianidinas), propriedades fisico-quimicas como: capacidade de formagdo de complexos
insoluveis com proteinas, complexagdo de certos ides metalicos, elevado poder redutor e
capacidade de neutralizar radicais livres de oxigénio (RLO). Estas propriedades s&o
responsaveis por muitos dos efeitos biologicos que lhes sao atribuidas na literatura tais como
a sua accdo antitumoral, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, vasoprotectora, inibidora
de enzimas (fosfolipase A2, cicloxigenase, lipoxigenase glutationa reductase, xantina
oxidase), anti-alérgica e ainda uma actividade antioxidante com especial relevo. Para além
duma accdo preventiva, as procianidinas podem também apresentar efeitos terapéuticos em

casos de anemia, isquémia, diarreia, etc.

3.1- Interaccido dos polifenois com proteinas

Como agentes complexantes os polifenois, e nomeadamente os 3-flavanois (catequinas €
procianidinas) sio capazes de interactuar com diversas proteinas formando complexos
insoliveis (Haslam, 1980). Tratam-se de interacgdes dinamicas de superficie, nomeadamente
ligagdes por pontes de hidrogénio e ligagdes hidrofobicas, que se estabelecem entre 0s grupos
fendlicos, dadores de protdes, das procianidinas e os grupos carbonilo, receptores de protdes,

dos péptidos (Hagerman et al., 1980).
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A intensidade destes fenomenos depende da natureza da proteina e da procianidina em
questdo. As proteinas com elevado teor em prolina, como o colagénio, gelatina, proteinas
salivares € caseina, revelam uma maior afinidade para com as procianidinas (Hagerman et al.,
1980). A gliéosilagéo das proteinas pode igualmente afectar esta interac¢io. As procianidinas
de maior peso molecular (Sarni-Manchado ef al, 1999) e as que apresentam o acido galico
como substituinte apresentam maior afinidade com as proteinas (Ricardo da Silva ez al., 1991;
De Freitas e Mateus, 2001, 2002). Goldstein e Swain, em 1963, sugeriram que as
procianidinas de baixo peso molecular sdo demasiado pequenas para estabelecer pontes
interpeptidicas e que as procianidinas muito condensadas sdo demasiado volumosas para
poderem interactuar eficientemente na matriz da proteina.

A interacgdo dos polifendis com as proteinas salivares estd na origem da sensagio de
adstringéncia caracteristica dos alimentos que contém elevado teor destes compostos Esta
capacidade de complexagdo exibida pelas procianidinas pode ter variados efeitos no
organismo dependendo do alvo de interacgdo (enzimas, toxinas, hormonas, etc.). Por
exemplo, a interac¢do ao nivel do intestino com enzimas digestivas ou directamente com
proteinas provenientes da dieta limita a absorgdo destas tltimas. No entanto, uma dieta rica
em taninos desencadeia no organismo processos adaptativos que contrariam este efeito
antinutricional como sendo uma estimulagdo da secregdo de proteinas salivares endogenas que
se ligam as procianidinas e permitem a absorgdo das proteinas de maior valor alimentar
(Butler ef al., 1992) e um aumento do nivel de determinadas proteases, lipases (Lizardo e al.,
1995) e também de sais biliares (Horigome et al., 1988).

As procianidinas podem ainda interactuar com as moléculas de colagénio das paredes dos
vasos sanguineos estabelecendo ligagdes do tipo “cross-links” entre as cadeias peptidicas e
deste modo aumentar a resisténcia capilar (Masquelier, 1988). Esta foi a primeira propriedade
atribuida aos compostos polifenolicos. Em 1963, Szent-Gyorgy extraiu os primeiros
compostos fenolicos do limdo misturados com a vitamina C e esta mistura, designada por
citrina, apresentava propriedades vasoprotectoras e reforgava a resisténcia capilar, pelo que
foi designado por vitamina P (“Permeabilidade” vascular). Esta capacidade das procianidinas
em complexar proteinas pode ainda ser usada com fins terapéuticos em casos de: i) diarreia
pela complexagdo da toxina da colera e de proteinas da mucosa intestinal com consequente
formagdo de uma camada protectora (Galvez ef al., 1991); ii) caries dentarias pela inibigdo da
actividade de transferases que catalisam a acumulagdo de complexos insoluveis nos dentes
(Hattori e al., 1990) e pela inibi¢do do crescimento do Streptococcus cariogénico (Sakanaka

etal., 1989).
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3.2- Complexacio entre polifendis e ides metalicos

A estrutura 3',4 -dihidroxifenol do anel B (catecol) das catequinas e procianidinas permite
a complexagdo de determinados iGes de metais de transigio (Kennedy et al, 1985;
Carbonneau ef al., 1997; Marmolle et al., 1997). Uma dessas espécies ¢ o Fe(IIl) proveniente
da alimenta¢do, cuja interac¢do com as procianidinas vai limitar a sua absor¢do e
consequentemente a sua disponibilidade no organismo. Este fenomeno pode ter repercussoes
graves em pessoas com deficiéncia de ferro no organismo e sobretudo nas criangas e mulheres
gravidas.

Mas, a complexagdo do Fe(Ill) apresenta beneficios na medida em que, quando
complexado este ndo é capaz de sofrer redugdo a Fe(ll), que actua como catalisador da

reaccdo de Fenton da qual resultam radicais livres altamente nocivos para o organismo (HO").

Reacgdo de Fenton: Fe (II) + H,0, — Fe(lll) + OH + HO*

Deste modo as procianidinas parecem Sser capazes de prevenir a formagdo de alguns
radicais livres oxigenados e a ocorréncia de consequentes Jesdes no organismo.

As procianidinas sdo ainda capazes de complexar o ido Al(III) limitando a sua absor¢do a
nivel intestinal e desta forma reduzir o risco de desenvolvimento da doenga de Alzheimer,
associada normalmente a uma elevada concentragdo deste ido (Orgogozo et al., 1997).

Por outro lado, verificou-se que 0 consumo de cha, rico em polifendis, aumentava a
absor¢do de cobre embora se desconhega qual o componente da bebida responsavel por tal
incremento (Vaquero et al., 1994). O zinco por seu lado possui uma baixa afinidade para com

as procianidinas (Flanagan ef al., 1985).

3.3- Neutralizacio de radicais livres de oxigénio pelos polifendis

Os polifendis, e nomeadamente 0s 3-flavandis, sdo capazes de neutralizar in vitro radicais
livres de azoto e de oxigénio (RLO) pela cedéncia de atomos de hidrogénio dos grupos
hidroxilo, originando radicais fenoxilo (semiquinona) relativamente estaveis (Bors e Saran,
1987, Ariga e Hamano, 1990; Hirose et al., 1990, Ricardo da Silva et al., 1991 (b), Sichel et
al, 1991; Kitagawa et al., 1992; Plumb ef al., 1998; Gaulejac et al., 1999 (a), (b)), e poderdo

desta forma impedir o efeito degenerativo destas espécies no organismo.

39



Estima-se que 2-5% do oxigénio utilizado na respiragdo origina radicais livres de oxigénio.
Estas espécies, pelo facto de possuirem um electrdo desemparelhado na sua estrutura
electronica, apresentam uma potente acgdo oxidante. Esta propriedade € util na depuragdo de
residuos do organismo e defesa imunitaria, mas a sua actuagdo indiscriminada € responsavel
pela oxidagdo de biomoléculas importantes no normal funcionamento do organismo humano.
Os radicais livres sdo regularmente produzidos nas células metabolicamente activas (cadeia
respiratoria, reacgdes enzimaticas, ...) e resultam da activagdo do oxigénio molecular (redugdo

univalente) por captagdo de um electrdo (Figura 10).

100 1 +a” \
+ 2H*
H, 0,
AL Go .-
+ N‘
Kcal +H* « OH'+ H,0

+ M’

-Hzo

1 I ]
0 1 2 3 4

Electées envolvidos

Figura 10- Energética da redugdo do oxigénio a 25°C e pH 7.0.

O radical anido superéxido (O,°) resulta da exposi¢do do oxigénio a radiagdo ionizante
mas também ¢ produzido pelo organismo (mitocondria, ...) e tem uma reactividade modesta,
tal como o perdxido de hidrogénio (H,0,), comparativamente ao radical hidroxilo (HO"). O
peroxido de hidrogénio pelo facto de ndo apresentar carga é capaz de atravessar facilmente as
biomembranas e no interior das células pode sofrer dismutagdo (reacg¢do de Fenton)
originando o radical hidroxilo que reage indiscriminadamente com varias moléculas. Apenas
a activagio do oxigénio molecular requer energia, pelo que a formagdo dos radicais livres
derivados, e mais perigosos, ocorre espontaneamente na presenga de dadores de electrdes e de
protoes.

De um modo geral estas espécies (RLO) provocam a oxidagdo de vérias biomoléculas

como os lipidos, da qual resultam profundas alteragSes das membranas biologicas, as
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proteinas, provocando a modifica¢do estrutural e funcional de enzimas e receptores celulares,
e ainda a oxidagdo de DNA, que contribui para a ocorréncia de mutagénese e carcinogénese.

A produgdo excessiva de RLO provoca uma situagdo de stress oxidativo no organismo, a
qual por sua vez resulta num aumento dos niveis de RLO e consequentemente numa ruptura .
do equilibrio oxidagdo-redugao promovendo a peroxidagdo lipidica e degradagdo de
compostos metabolicamente activos, que se poderdo traduzir no desenvolvimento de variadas
patologias e envelhecimento precoce (Keher et al., 1994).

A quimica dos polifendis € predictiva da sua capacidade neutralizadora de radicais livres
oxigenados ja que a sua forma radicalar (semiquinona) apresenta em geral um potencial
normal de redugéo (E®) inferior ao dos radicais alquilo, peroxilo e do radical superoxido, o
que significa que sdo capazes de inactivar estes radicais e prevenir a sua actuagdo
degenerativa (Wardman, 1989; Jovanovic et al., 1992).

As catequinas e as procianidinas neutralizam os radicais livres oxigenados (R") cedendo
atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo localizados preferencialmente no anel B, devido a
acessibilidade estereoquimica destes e & posigdo orfo dos dois grupos hidroxilo que favorece a
deslocalizagdo electronica do electrdo e confere uma grande estabilidade a forma radicalar
(Ariga et al., 1990; Sichel et al, 1991; Kitagawa et al., 1992). A substituicdo no anel A da
estrutura polifendlica parece exercer uma influéncia pouco significativa no potencial de

reducdo da semiquinona formada (Jovanovic et al., 1998).

Reacgdo 1: Cat(OH) + R*— Cat(0") + RH E’=0.57V (Jovanovic ef al., 1994)

Por sua vez, o radical fenoxilo derivado da catequina (Cat(0")) pode reagir com um outro
agente antioxidante cuja forma radical possua um potencial de redugdo inferior, como é o
caso do acido ascorbico (AA(OH)), regenerando-se a procianidina com formag&o simultanea

de um outro radical (radical ascorbato) (AA(O") ainda menos reactivo (Reac¢io 2).
Reacgdo 2: Cat(0") + AA(OH) — Cat(OH) + AA(O") F= 0.28V (Buettner et al., 1996)
Esta sequéncia de reacgdes pode ocorrer no organismo no sentido da formagdo de espécies

radicalares progressivamente menos activas e, consequentemente menos agressivas

(Laranjinha e Cadenas, 1999).
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Os polifendis, em actuagdo conjunta com as defesas antioxidantes endogenas e
mecanismos fisioldgicos especificos do organismo, contribuem para o controlo da formagéo e

actuagdo danosa destes intermediarios altamente reactivos.

4- Accio antioxidante dos polifenois

A acgdo antioxidante das catequinas e procianidinas ainda n3o se encontra totalmente
descrita e compreendida em termos mecanisticos, mas analogamente a outros compostos
fenolicos, pensa-se estarem envolvidos varios processos ja descritos anteriormente:
complexacio de ides de metais de transi¢iio, neutralizacio de radicais livres (“free radical
scavenging”) e regenera¢io da vitamina E (Kuhnau, 1976; Frankel ef al., 1993; Jovanovic
et al., 1994; Cadenas, 1998; Plumb er al., 1998).

Qualquer antioxidante para usufruir de tal estatuto deve obedecer a certos requisitos: por
um lado deve ser capaz de inibir a oxidagdo mesmo em baixas concentragdes (Halliwell,
1990) e a sua forma oxidada deve ser suficientemente estavel para ndo desencadear novas
reac¢des de oxidagdo (Shahidi et al., 1992). Os 3-flavandis cumprem estas exigéncias ja que
estudos realizados comprovaram a sua eficiéncia antioxidante mesmo em pequenas
quantidades e caracteristicas estruturais como a presenga da unidade catecol em conjugagao
com a sua aromaticidade proporcionam uma elevada estabilidade a forma oxidada do
polifenol (Bors e Saran, 1987; Bors ef al., 1990, Ariga e Hamano, 1990, Kitagawa ef al.,
1992).

As mesmas propriedades que determinam a actividade antioxidante de um composto sdo
responsaveis pela manifestagdo de potenciais efeitos prooxidantes. Estes compostos ao
neutralizarem radicais livres transformam-se eles proprios num radical, cuja reactividade
depende do caracter redox e condigdes envolventes como concentra¢do, temperatura, presenga
de activadores, entre outras. Nas condigdes fisiologicas, as procianidinas surgem em baixa
concentragdo e as suas propriedades quimicas conferem-lhes uma estabilidade suficiente para

ndo desencadearem novos processos oxidativos.

5- Os Polifenois e a prevencio de doengas cardiovasculares

Em 1933, F. Dougnac realizou estudos nos quais concluiu que a percentagem de
populagdo idosa numa regido francesa com tradigdes vinicolas era superior a da restante
populagdo de Franga, sugerindo uma ligagdo entre o consumo regular de vinho (2 copos/dia) e

uma menor taxa de mortalidade.
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Em 1979 foi publicado um trabalho (St. Leger ef al., 1979) no qual se correlacionava o
habitual consumo de vinho com uma baixa taxa de mortalidade devida a problemas
cardiovasculares em populagdes que apresentavam um elevado teor de colesterol plasmatico e
habitos fumadores (elevados factores de risco).

@ sugeria que

Esta aparente contradi¢do, que esteve na origem do Paradoxo Francés
algum componente do vinho teria um efeito protector face ao desenvolvimento de
arteriosclerose, principal causa de doengas cardiovasculares.

Inimeros estudos foram realizados desde entdo e concluiu-se que os compostos
polifendlicos, presentes em grande concentragdo no vinho, especialmente no tinto, estdo
associados a diminui¢do de varios factores de risco de doengas cardiovasculares, como uma
descida da pressdo arterial e uma diminui¢do do nivel de colesterol plasmatico (Green et al.,
1986, Stensvold et al., 1992; Tebib et al., 1994).

Em face dos resultados obtidos in vitro, os polifenodis, e nomeadamente os 3-flavandis,
parecem ser capazes de actuar via trés mecanismos na prevengdo das doengas
cardiovasculares: i) inibi¢io da oxidacio das LDL (lipoproteinas plasmaticas de baixa
densidade transportadoras do colesterol), através da quelatacdo de 10es metalicos,
neutralizag¢do de radicais livres e regenera¢do da vitamina E (Terao ef al., 1994; Frei, 1995);
ii) inibi¢io da agregacdo de plaquetas (Fuster e Lewis., 1994), a agregacdo excessiva de
plaquetas resultante da peroxidagdo lipidica torna-se perigosa porque pode criar um obstaculo
ao fluxo sanguineo; iii) protec¢iio do aparelho vascular por interacgio com cadeias
peptidicas de colagénio e elastina que revestem os vasos sanguineos.

Estudos mostraram que o consumo de vinho tinto (Maxwell et al., 1994), de vinho tinto
desalcoolizado (Serafini ef al., 1998), de cha (Serafini ez al., 1996) e a administragdo de
polifendis extraidos do vinho tinto (Carbonneau et al/., 1997) a voluntarios provoca um
aumento da capacidade antioxidante do plasma. Este fenémeno ndo se verificou porém na
ingestdo de vinho branco (Serafini ef al., 1998) ou vodka (Kondo ef al, 1994), bebidas
relativamente pobres em polifenois. Verificou-se também que o vinho e as uvas possuem uma
capacidade antioxidante mais potente que os polifendis puros sugerindo uma acgio
sinergética entre os compostos (Gaulejac et al., 1999 (a)).

Nos ratos verificou-se que o vinho tinto reduziu o risco de trombose, enquanto o vinho
branco e o alcool etilico ndo revelaram qualquer efeito (Wollny ef a/., 1999). Nos humanos
nenhum ensaio revelou qualquer efeito (Pace-Asciak ef al., 1996), desconhecendo-se ainda as

razdes de tal facto.
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~ . . . .
) Campanha medidtica que serviu para aumentar o consumo de vinho na década de 80, numa altura cm que

este diminuia acentuadamente face aos intimeros movimentos das ligas de combate ao alcoolismo.

Mas nem todos os estudos referidos na literatura suportam a teoria que o consumo de
bebidas ricas em polifendis podem trazer beneficios biologicos. De facto, De Rijke e
colaboradores (1996) mostraram que estudos envolvendo o isolamento das LDL apds um
tratamento de 4 semanas com consumo diario de 5 copos de vinho demonstraram que a
oxidabilidade das lipoproteinas ndo era afectada. Uma possivel explicagdo talvez resida numa
absor¢do insuficiente de compostos polifendlicos ou numa alteragdo estrutural destes
compostos aquando da metabolizagio da)qual podem resultar metabolitos altamente polares
incapazes de serem incorporados nas LDL e que se mostram tdo eficientes como o acido
ascorbico (Jialal er al., 1990). Outros autores notificaram que a ingestdo de chd e vinho ndo
tinha qualquer efeito no nivel de antioxidantes (Serafini ef al., 1998) ou de lipidos oxidados
(Van Het Hof et al., 1997) no plasma. Este facto pode ser devido a curta duragdo do
tratamento, ja que esta estratégia quando aplicada durante 19 meses a ratos teve resultados
positivos (Yoshino et al., 1994).

Embora esteja comprovado que os polifenois previnem a oxidagdo in vitro das LDL estes
resultados ndo podem ser extrapolados para a situagdo in vivo ja que a maioria dos compostos

ingeridos ndo atinge os tecidos e a sua forma activa natural pode ndo ser preservada.

Como conclusdo pode-se referir que ainda subsistem muitas dividas e contrariedades nesta
matéria, mas a maioria dos trabalhos sugere uma acc¢do protectora dos compostos
polifendlicos do vinho e do cha face a oxidagdo lipidica. No entanto sdo necessarios mais
estudos relativos a biodisponibilidade destes compostos bem como a sua metabolizagdo no

organismo.

6- Os Polifendis e a prevenc¢io do cancro

Os polifendis € em particular as procianidinas parecem igualmente exibir uma acg¢do
protectora face ao desenvolvimento de tumores e muta¢des (Gali ef al., 1994; Kolotziej ef al.,
1995, Sakagami ef al., 1995).

Este efeito protector pode dever-se a trés possiveis mecanismos de actuagio: neutralizagio
de radicais livres de oxigénio, interac¢do com proteinas e a complexagio de ides de metais de

transigdo. A capacidade neutralizadora de radicais livres pelos polifenois ja foi extensamente
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descrita anteriormente. Os compostos fendlicos podem interactuar com variadas moléculas
como: i) dupla hélice de DNA impedindo a actuagao de agentes agressores e a clivagem
destas moléculas (Cozzi et al., 1995); ii) proteinas do epitélio do tracto digestivo superior
formando uma camada protectora sem necessidade de absor¢do; iii) enzimas envolvidas no
processo tumoral, inactivando-as (Gali et al., 1994). Os polifenéis parecem também intervir
ao nivel da prevengo do cancro de 6rgdos internos, nomeadamente do pulmdo (Prescott et
al., 1999). Os compostos fenolicos parecem ainda ser capazes de complexar ides de alguns
metais impedindo ndo s6 a sua acgdo catalitica em reacgdes de oxida¢do, como a sua actuagao
como cofactores de enzimas intervenientes no desenvolvimento de tumores (Gali et al,
1994).

Um estudo realizado in vivo com procianidinas revelou que estas sdo capazes de inibir um
potente indutor de tumores da epiderme de ratos (Gali et al., 1994). Um outro estudo com
ratos demonstrou que os derivados galato das procianidinas apresentam uma actividade
antitumoral ainda mais significativa (Kashiwada ef al., 1992). A ingestdo de extractos de cha
preto e verde por ratos demonstrou igualmente um efeito quimiopreventivo face a indugdo de
tumores por agentes cancerigenos (Katiyar el al., 1996), pensando-se que a (-)-
epigalocatequina-3’-O-galato desempenhe um papel preventivo relevante (Cao ef al., 1996).

O vinho exibe dois efeitos antogonicos. Por um lado os seus constituintes fenolicos actuam
como agentes protectores, mas o seu contedo alcodlico € responsavel por um efeito pro-
carcinogénico particularmente no tracto digestivo superior (Kato et al, 1992), dai a
importancia do seu consumo moderado. Um estudo demonstrou que 0 consumo de bebidas
ditas espirituosas e de cerveja aumentava o risco de cancro na faringe e no eséfago, enquanto
que esse risco era diminuido quando a proporgdo de vinho ingerido aumentava (Gronbaek ef
al., 1998). Este facto pode ser explicado pelo elevado teor de nitrosaminas na cerveja e baixo
no vinho (Berger, 1998) e talvez também pela presenca mais significativa no vinho de agentes
protectores como por exemplo as procianidinas, que podem atenuar o efeito nocivo do etanol

(Clifford et al., 1996).

7- Os Polifenéis como agentes antimicrobianos

Os polifenodis sio capazes de afectar a viabilidade de variados fungos (Rudman, 1962,
Haars e/ al., 1981), leveduras (Jacob e Pignal, 1972), virus como o Influenza (Carson e
Frisch, 1953), Herpes simplex (Takechi et al., 1985), virus do mosaico do tabaco (Thresh,
1956), HIV (Chang ef al., 1994) e inimeras bactérias (Waage ef al., 1984; Sakanaka et al,,
1989).
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Parte 1- Obtencao de 3-flavandéis

Na primeira parte deste trabalho obtiveram-se os seguintes compostos polifenolicos no
estado puro: os monomeros (+)-catequina, (-)-epicatequina e (-)-epicatequina-3-O-galato, os
dimeros B1, B2, B3, B4, BS, B6, B7, B8 e B2-3""-0-galato e ainda os trimeros C1 e T1, para
se proceder na Parte 2 ao estudo da sua actividade antioxidante face a oxidagdo das
lipoproteinas (LDL) humanas.

Estes compostos fendlicos, com excep¢do das catequinas, ndo existem no comércio, pelo
que foram obtidos por sintese ou extraidos das grainhas de uvas. O rendimento do processo de
extrac¢do é muitas vezes demasiado baixo e o processo de purificagdo de certas procianidinas
¢ dificil dado o elevado niimero de compostos estruturalmente muito semelhantes (isomeros
presentes nos extractos de grainhas). Nestes casos a sintese quimica, recorrendo a métodos
especificos, constitui um processo alternativo para a obtengdo de procianidinas.

Em ambos os processos utilizados neste trabalho, extraccdo a partir de material vegetal
(Capitulo 1) e sintese (Capitulo 2), a obtengdo de polifendis com um elevado grau de pureza

exigem um complexo e moroso tratamento cromatografico.
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Capitulo 1- Extracg¢iio e Isolamento de 3-Flavanéis das Grainhas da Uva

1- Introducio

As catequinas e as procianidinas encontram-se essencialmente nas partes solidas do cacho
da uva, sendo a sua concentragio nas grainhas superior a das peliculas (De Freitas e Glories,
1999; Mateus ef al., 2001).

Durante a fase de maturagdo as grainhas contém aproximadamente 77% das catequinas
totais da uva, 81% das procianidinas oligoméricas e 60% das poliméricas. E de salientar
também que nas grainhas prevalecem as formas polimerizadas das procianidinas
relativamente as oligoméricas e as catequinas. Esta distribuigdo apesar de depender de muitos
factores, apresenta-se semelhante entre as varias castas.

Varios trabalhos tém revelado que a procianidina B2 e o respectivo éster galato sdo as
formas oligoméricas mais abundante nas grainhas, e que nas peliculas e nos engagos
predomina a procianidina B1 (De Freitas et al., 1998; Mateus ef al., 2001).

A extracgdo dos 3-flavandis a partir do material vegetal ¢ um procedimento de dificil
execucdo experimental que depende de varios factores como o solvente, o tempo de extracgdo
e a temperatura. Nas grainhas as procianidinas encontram-se na camada envolvente pelo que a
extracgdo dos polifendis ndo implica obrigatoriamente o esmagamento das sementes. A
utilizagdo de uma solugio hidroalcodlica possibilita a dissolugiio dessa camada de gordura e a
facil remogdo dos polifenois presentes na camada exterior.

Dos métodos de purificagdo das procianidinas oligoméricas existentes na literatura, o
meétodo da precipitagdo selectiva por ac¢do do hexano parece ser aquele que oferece melhores
resultados (Michaud ez a/., 1971).

Uma das técnicas mais frequentemente utilizadas na separagio de compostos polifendlicos
em fungdo do grau de polimerizagdo (peso molecular) ¢ a Cromatografia Liquida em Coluna
a Baixa Pressdo, tendo como base a afinidade dos compostos para com a fase estacionaria.
Estudos realizados por Darné (1979), envolvendo a utilizagio de varios tipos de fase
estacionaria, demonstraram que o Fractogel TSK-HW 40(S)), conhecido actualmente por gel
Toyopearl, proporcionava uma separagdo eficaz de moléculas de procianidinas com massa
molecular compreendida entre 10° e 10* Daltons. Mais tarde outros autores utilizaram este
tipo de gel para fraccionar as procianidinas oligoméricas das grainhas em fungdo da massa
molecular (De Freitas ef al, 1998)

O fraccionamento de compostos com um elevado grau de polimerizacdo apresenta

dificuldades de ordem experimental pelo facto destes formarem, com relativa facilidade,
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complexos entre eles, com a fase estacionaria e com o solvente, por estabelecimento de
ligagdes de hidrogénio, hidrofobicas e interacgdes idnicas.

A separagdo dos varios isomeros com o mesmo grau de polimerizagdo, isto €, as oito
procianidinas diméricas e os trimeros, pode ser conseguida por Cromatografia Liquida de
Alta Pressdo (HPLC), utilizando um gel de silica C18 ODS como fase estacionaria (De
Freitas et al, 1998). Esta técnica permite purificar estes diferentes compostos (HPLC-
semipreparativa) e ainda proceder ao seu doseamento numa solugdo complexa (HPLC-

analitico) com detecgdo do composto por espectrofotometria de UV (280 nm).
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2- Material e Métodos

2.1- Extraccio dos polifendis das grainhas de uva

Das massas obtidas ap6s esmagamento de uvas tintas e separacdo dos mostos para
vinificagfo, separaram-se manualmente cerca de 1.3 Kg de grainhas.

As grainhas foram submersas em 4 L de uma solugfio aquosa de metanol a 80% contendo
hidrogenossulfito de sodio (NaHSOs, 0.1 g/L) como antioxidante. A mistura permaneceu a
temperatura ambiente, sob agitagdo durante 65 h, por forma a maximizar a extracgdo dos 3-
flavandis. A solucdo de extrac¢do foi renovada duas vezes (2 x 4 L) de modo a aumentar o
rendimento do processo extractivo.

Apés o termino de cada fase, a solugdo de extracgdio foi filtrada por 1d de vidro e
suplementada com antioxidante NaHSOs (0.1 g/L). As solugdes resultantes das 3 fases foram
misturadas e concentradas no evaporador rotativo até cerca de 1.8 L (Temperatura <30°C). O
extracto concentrado foi suplementado com nova porgdo de antioxidante (0.5 g/L) e

conservado a -18°C.

2.2- Precipitag¢iio selectiva das procianidinas oligoméricas com hexano

O extracto de procianidinas oligoméricas obtido (1.8 L) foi dividido em trés porgdes (3 x
0.6 L) e cada uma delas foi submetida a diversos processos de extrac¢do liquido-liquido com
acetato de etilo e de precipitagio com hexano de acordo com o esquema da Figura 11
(Michaud et al., 1971).

Cada porgdo (600 mL) foi transferida para um funil de separagio e procedeu-se a extrac¢do
dos polifenodis da fase aquosa com 3 x 150 mL de acetato de etilo. Obtiveram-se assim duas
fases distintas: a fase aquosa;, que foi submetida a nova extracgdo com acetato de etilo, € a
fase orgdnica,, que continha grande parte dos polifenois. Os vestigios de agua presentes na
fase orgdnica recolhida foram eliminados por secagem com sulfato de sédio anidro. A
solucio organica foi filtrada e concentrada por evaporagdo até cerca de 100 mL.
Adicionaram-se 40 mL de hexano a solugdo orginica e verificou-se a formagfio de um
precipitado (PP1), sem interesse neste trabalho, que corresponde as procianidinas mais
polimerizadas. Apés remogdo do PP1 por filtragdo, adicionaram-se 180 mL de hexano ao
sobrenadante e verificou-se a formagdo de um novo precipitado (PP2), correspondente aos
monomeros e oligdmeros.

A fase aquosa, recolhida foi concentrada até 20 mL e foi entdo submetida a nova extrac¢do

com 3 x 20 mL de acetato de etilo, obtendo-se assim a fase aquosa,, que foi submetida a nova
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extracgdo com acetato de etilo e a fase orgdnica, , que foi submetida a um processo de
precipita¢do com hexano.

No final do processo juntaram-se os precipitados PP2, PP4 e PP6 obtidos a partir das trés
por¢des (3 x 0.6 L) e procedeu-se a purificagdo das procianidinas oligoméricas. O precipitado
total foi redissolvido em 55 mL de acetato de etilo e novamente precipitado por adigdo de 85
mL de hexano. O precipitado correspondente as procianidinas oligoméricas foi centrifugado,
liofilizado e conservado a -18°C. Os precipitados PP1, PP3 e PPS, referentes as procianidinas

poliméricas foram rejeitados.

Extracto de procianidinas (600 mL)

Acetato de Etilo
3x 150 mL

Fase Aquosa | Fase Organica |
600 mL—>20 mL 450 mL—100 mL

Acetato de Etilo Adigio Hexano
3x20mL 40 mL
Fascﬁ(/)%quLosa ) Fase Orgénica , PP1 Sobrenadante
hi m 60 mL (Polimeros)

[ Acetato de Etilo ] Adigo Hexano

3x150mL Adigao Hexano 180 mL

24 mL \v

Fase Aquosa , Fase Organica , W \l/ . PPZ

20mL 450 mL—>60 mL (Oligémeros)
PP3 Sobrenadante

(Polimeros)

Adigdo Hexano
24 mL

Adigfio Hexano
180 mL

Prs Sobrenadante . lfl)“
(Polimeros) (Oligémeros)
Adigio Hexano
180 mL
PP6
(Oligémeros)

Figura 11~ Esquema do isolamento das procianidinas oligoméricas por precipitagio selectiva

com hexano (PP- precipitado).




2.3- Purificaciio das catequinas e procianidinas oligoméricas por cromatografia

2.3.1- Fraccionamento por cromatografia liquida em gel Toyopearl

O precipitado correspondente as procianidinas oligoméricas foi dividido em pequenas
porgdes que foram fraccionadas por cromatografia liquida em gel TSK Toyopearl HW 40(S)
(30 x 1.5 c¢m) usando metanol como eluente (0.8 mL/min) segundo o meétodo descrito na
literatura (De Freitas ef al., 1998 (a)). A eluigdo das varias fracgdes foi seguida durante 9 h
por detec¢do a 280 nm (comprimento de onda da absor¢ao maximo dos 3-flavanois) (Figura
12). Apos a passagem de cada porgdo, a coluna foi lavada com uma solugdo aquosa de acido
acético a 10%, de modo a eliminar quase a totalidade dos polifenois retidos, sendo em seguida
condicionada novamente com metanol.

Cada uma das fracgdes identificadas no cromatograma da Figura 12 (F1 a F11) foi
recuperada individualmente e analisada por HPLC-analitico por forma a determinar a sua

composigdo polifenodlica e identificar as fracgdes com compostos de interesse.

2.3.2- Isolamento das procianidinas oligoméricas por HPLC-semipreparativa
A composi¢do das fracgdes foi determinada por HPLC-analitico e os diversos constituintes
polifendlicos foram separados por HPLC-semipreparativa, utilizando para o efeito as
seguintes condigdes cromatograficas:
- HPLC: Konik Instruments 500-B
Volume do injector (semipreparativa): 0.5 mL
Fase estacionaria: 2 colunas C18-fase reversa colocadas em série
Fase movel (gradiente de elui¢ao na Tabela 2):
Solvente A- CH;COOH a 2.5% em H,0O
Solvente B- (CH;COOH a 2.5% em H;0) a 20% em CH3CN (80%)

- Detector: UV-vis Konik Instruments, 204 com detecgdo a 280 nm

Tabela 2- Gradiente para separagdo das catequinas e procianidinas oligdméricas por HPLC.

Tempo/ minutos % solvente A % solvente B
0 93 7
5 93 7
90 80 20
105 0 100
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2.3.3- Separacio dos dimeros B1 e B3 por HPLC-semipreparativa

Dada a ineficicia da separagdo dos dimeros Bl e B3 utilizando as condigdes atras
referidas, a sub-fracgdio referente 4 mistura dimérica B1/B3 foi submetida a nova separagao
por HPLC-semipreparativa sob outras condigbes. Apds vérias experiéncias com diferentes
gradientes, utilizou-se um Gnico solvente (isocratico) composto por 99% do solvente A e 1%

do solvente B das condigdes anteriores (secgdo 2.3.2) (Figura 19).

2.3.4- Purificaciio dos compostos por cromatografia liquida em gel Toyopearl

Todos os compostos isolados por HPLC-semipreparativa foram seguidamente purificados
por passagem numa coluna de gel Toyopearl nas condigdes experimentais descritas em 2.3. 1,
utilizando metanol destilado como eluente. Esta etapa de purificagdo foi realizada sobretudo
com o objectivo de eliminar vestigios de 4cido acético provenientes dos eluentes utilizados na
separagdo por HPLC. Seguidamente foi analisada a pureza de cada composto por HPLC-
analitico com detecgdo no espectro do UV-vis (230-750 nm) utilizando para o efeito um
detector DAD (“Diode-Array Detector™).

E de salientar que, dada a sensibilidade dos compostos em causa face a reacgdes de
oxidagdo, todo o seu manuseamento foi realizado ao abrigo da luz e com o minimo contacto
com o oxigénio.

Os compostos no estado puro foram liofilizados, pesados e redissolvidos em agua

desionizada e destilada. As solugdes aquosas foram saturadas em argon e congeladas a -18°C.




3- Resultados e Discussio
Apos a precipitagdo selectiva do extracto das grainhas (1.3 kg) com hexano obtiveram-se

2.458 g de procianidinas oligoméricas (PP2, PP4, PP6) e 8.223 g de procianidinas poliméricas
(PP1, PP3, PP5).

O fraccionamento do extracto bruto de procianidinas oligoméricas por cromatografia em
coluna (TSK gel) segundo o método descrito na literatura (De Freitas ef al, 1998), permitiu
isolar 11 frac¢des que diferem entre si pelo grau de polimerizagdo dos seus constituintes
(Figura 12, Tabela 3). As catequinas, as procianidinas diméricas e as triméricas foram

identificadas com base nos tempos de retengdo dos padrdes obtidos por HPLC e no respectivo

espectro de UV-vis (Figuras 13-18).

|mmm e mmm—m——
TSKgel Toyopear] HW-40(S)
Fluxo: 0.8 mL/min

I
!

ARAN |

i \ [ —~ i Eluente: MeOH

i ; i Coluna:30 x 1.5 cm

!" + \ /\ e

Abs (280 nm)
<

R 2 i F3i R4 i OFS F6 | F7 | F8 Fe ¢ Fl0 i Fl

Tempo de retengiio (horas)

Figura 12- Cromatograma de baixa pressdo (gel Toyopearl) referente ao fraccionamento das

procianidinas oligoméricas extraidas de grainhas de uva.

A fraccdio F4 continha a grande maioria das procianidinas diméricas e a (-)-epicatequina-3-
O-galato (Figura 16, Tabela 4). Por essa razdo foi utilizada como fonte das procianidinas
diméricas, as quais foram isoladas por HPL.C-semipreparativa. O éster B2-galato foi isolado a
partir da fracgiio F6 que era constituida essencialmente por este composto (Figura 18).

Os cromatogramas das fracgdes F7-F11, que correspondem ao tempo de eluigdo das
procianidinas triméricas e tetraméricas (De Freitas ef al., 1998 (a)) ndo sdo apresentados visto

ndo ser possivel identificar os picos cromatograficos por falta dos respectivos padrdes e néo

foram objecto de estudo neste trabalho.
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Tabela 3- Composigdo polifenolica das frac¢des obtidas por cromatografia em gel Toyopearl.

Extracto bruto de grainhas

Periodo de recolha/ . ) ]

Fracglo Composigio polifenolica
horas
Fl 0-1:40 Acido cafeico, acido galico
F2 1:40 - 2:18 Monémeros: (+)-catequina e (-)-epicatequina
F3 2:18 - 2:38 Monédmeros (vestigial)
F4 2:38-3:13 Dimeros, trimeros, (-)-epicatequina-3-0Q-galato
F5 3:13-3:56 Dimeros (vestigial)
Fé6 3:56 - 4:44 B2-3"'-0-galato
F7 4:44 - 5:29
F8 5:29 - 5:51
Trimeros, tetrameros

F9 5:51-7.03
F 10 7:03 - 8:03
F 11 8:03 - 9:09
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Figura 13- Cromatograma de HPLC da fracgdo F1 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.

(+)-catequina
(-)-epicatequina

Abs,gg

90

X N
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Tempo de Retengfio (minutos)

Figura 14- Cromatograma de HPLC da fracgdo F2 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.

(-)-epicatequina

Abs %0

(+)-catequina

N
80 €N

40 30 (6] 0

Terpo de Reterco (minutos)

10 2 30

Figura 15- Cromatograma de HPLC da frac¢do F3 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.
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Abs,g,

(-)-epicatequina-3-O-galato

BI/B3 137

BS

L VJ,K ) V\j ‘\w
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Tempo de Retengdo (minutos)

90

Figura 16- Cromatograma de HPLC da fraccdo F4 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.
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Figura 17- Cromatograma de HPLC da fraccdo F5 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.
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Figura 18- Cromatograma de HPLC da frac¢do F6 do extracto de grainhas obtida por

cromatografia em coluna.




Tabela 4- Compostos fendlicos isolados da frac¢do F4 por HPLC-semipreparativa.

Frac¢io 4 — Extracto de grainhas

Tempo de retengio
Composto fendlico

(min)
Mistura dimeros B1/B3 1842
Dimero B4 2412
Dimcro B2 3242
Trimero Cl 47+2
Dimcro B7 51+l
Dimero B8 4442
(-)-epicatequina-3-O-galato 6412
Dimero B5 7612

A mistura dos dimeros B1/B3 presente na frac¢do F4 foi fraccionada por HPLC-

semipreparativa usando um solvente preparado para o efeito (secgdo 2.3.3) (Figura 19).

B1

280

Abs

Tempo de retengo (minutos)

Figura 19- Cromatograma de HPLC-semipreparativa da subfrac¢do B1/B3 isolada a partir da

fracgdo F4.

Embora a separagdo dos picos ndo tenha sido completa foi possivel obter os dimeros Bl e B3

puros, mesmo que em baixa quantidade.
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O rendimento de extracg¢do das diferentes classes de 3-flavandis das grainhas de uva esta

indicado na Tabela 5.

Tabela 5- Rendimento do processo de extracgdo de procianidinas a partir das grainhas de uva
(1.3 Kg).

3-Flavanois Massa/mg
Polimeros 8223
Oligémeros 2458
Catequinas
(+)-catequina 1.2
(-)-epicatequina 79

(-)-epicatequina-3-O-galato 8.5

Dimeros
Bl 25
B3 6.2
B2 0.4
B4 16.6
BS 3.2
B6 4.1
B7 72
B8 53
B2-3"-O-galato 21.3

Total catequinas + dimeros 86.2

Dada a pequena quantidade dos dimeros B1 e B2 obtida, procedeu-se a obtengio destes por
sintese quimica no Capitulo 2.

O baixo rendimento do processo de extracgdio das catequinas e procianidinas oligoméricas
pode dever-se a sua oxida¢ao durante o processo de isolamento, apesar de ter sido evitado ao

maximo o contacto com o oxigénio e com a luz.




Capitulo 2- Sintese de Procianidinas Naturais

1- Introducio

Na literatura estdo descritos varios métodos de sintese dependendo do tipo de procianidina
que se pretenda obter. No presente caso ir-se-a utilizar um método de sintese dos dimeros B1
(C4-C8) e B7 (C4-C6) que contém a (-)-epicatequina como unidade superior e a (+)-catequina
como unidade inferior.

A estratégia de sintese destas procianidinas adoptada neste trabalho tem como base um
processo de condensacdo das unidades monoméricas (método convergente), envolvendo as
seguintes etapas (Michaud ef al., 1973):

- acetilagdo dos monomeros (+)-catequina e (-)-epicatequina;

- bromagdo do carbono C4 da unidade superior ((-)-epicatequina pentacetilada);

- condensag¢do do carbono C4 da unidade superior com ao carbono C6 ou C8 da unidade
inferior ((+)-catequina pentacetilada);

- desacetilagdo dos dimeros formados.

Apesar dos rendimentos descritos na literatura serem baixos, adoptou-se esta estratégia pela

sua simplicidade e baixo custo.

Mecanismo do processo de sintese dos dimeros B1 e B7:
Acetilagdo

Esta etapa tem como finalidade proteger os grupos hidroxilo pelo facto destes serem
reactivos e facilmente oxidados a quinonas, evitando deste modo a sua degradagdo durante as
restantes etapas da sintese. No presente caso, procedeu-se a sua acetilagdo a partir do anidrido

acético (Figura 20).

OR

O——H
CHy—C OR
HO 5 /\} ____» -
+ 5CH,;COOH
. OH 80°C, 4 h o

OHHH ORHH

(-)-epicatequina Anidrido acético (-)-epicatequina pentacetilada

Figura 20- Mecanismo da reacgdo de acetilagdo dos monomeros de (-)-epicatequina (R, grupo
acetilo).
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Bromagdo
A introducdo de um atomo de bromo no carbono C4 da (-)-epicatequina pentacetilada
aumenta o caracter electrofilico desse carbono, que se ligara ao carbono C6 ou C8 de outra

unidade monomérica (inferior) (Figura 21).

0] (0]
Peroxido de benzoilo
N-—Br N + B
80°C, 4h
0 0
NBS
OR OR
OR OR

+ Br + HBr
(-)-epicatequina pentacetilada
0 0
N—-Br + HBr ———» N—H + Br,
80°C, 4h
0 0
NBS
OR OR
OR OR
+ Br

OR Br H

(-)-epicatequina bromada

Figura 21- Mecanismo da reac¢do de bromagdo da (-)-epicatequina pentacetilada (R, grupo

acetilo).
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Condensacdo

O zinco promove a remog¢do do bromo no carbono C4 e consequente formacdo do
carbocati@o nesta posi¢do, o qual vai sofrer um ataque nucleofilico por parte do C6 (ou C8) do
anel A da unidade inferior ((+)-catequina pentacetilada) (Figura 22). Da reacgdo resultam os

dimeros B1 (C4-C8) e B7 (C4-C6) acetilados.

OR

OR

OR
OR

(-)-epicatequina

(+)-catequina

/ \ OR

OR

OR

OR

OR

OR

Dimero Bl ({-)-epi-(4-8)-(+)-cat) acetilado Dimero B7 ((-)-epi-(4-6)-(+)-cat) acetilado

Figura 22- Mecanismo da reacgdo de condensagdo entre o derivado bromado da (-)-
epicatequina pentacetilada e a unidade inferior (+)-catequina pentacetilada e a formagdo dos

respectivos dimeros (R, grupo acetilo).
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Para além da formacdo dos dimeros B1 e B7 acetilados, verifica-se a formag¢do em menor
quantidade dos estereoisdmeros B2 ((-)-epi-(4-8)-(-)-epi) e BS ((-)-epi-(4-6)-(-)epi) acetilados.
Isto deve-se ao facto da (-)-epicatequina bromada se decompor nos reagentes de partida
originando o aparecimento da (-)-epicatequina acetilada a qual adiciona ao seu analogo
bromado formando-se os dimeros B2 e B5 acetilados.

A condensagio de um derivado bromado com os dimeros ja formados pode ainda dar

origem a formagdo de trimeros.

Desacetilagdo

A remocgdo dos grupos acetilo protectores € conseguida em meio alcalino (Figura 23).
Desta forma, os anéis aromaticos polifenolicos recuperam a sua estrutura original, tendo sido
preservados 0s seus grupos caracteristicos e consequentemente as suas propriedades

funcionais.

OR OH
OR OH

1) KOH (10%)

OR Tomp: 1:30h

—_— > OH

2) CH3COOH (10%) HO
Tamb

OH 4 10 cH;co0H

Figura 23- Reacgdo de desacetilagdo do dimero B1 acetilado (R, grupo acetilo).
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2- Material e Métodos
2.1- Sintese de procianidinas usando (-)-epicatequina como unidade superior

2.1.1- Acetilacgio

Dissolveram-se 500 mg de (-)-epicatequina (Aldrich®) em 10 mL de uma solugdo de
anidrido acético/piridina (1:1, v/v), que foi em seguida saturada com argon. Esta solugdo
permaneceu em repouso durante 56 h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Posteriormente a solugdo foi aquecida a 40°C, durante mais 16 h.

Em seguida adicionou-se agua gelada (60 mL) e a mistura resultante foi arrefecida a
temperatura de 5°C durante 1 h. Os cristais de (-)-epicatequina pentacetilada formados foram
recuperados por filtragdo e em seguida purificados por recristalizagio com metanol. Foi

realizado o mesmo procedimento para o monomero (+)-catequina (Aldrich®).

2.1.2- Bromacio

Num baldo de fundo redondo dissolveram-se 400 mg de (-)-epicatequina pentacetilada em
55 mL da tetracloreto de carbono (p.a.), que em seguida foi saturado com argon.

A esta solucdo adicionaram-se 150 mg de NBS (N-bromosuccinimida) ¢ 15.1 mg de
peroxido de benzoilo aquoso (25%, m/v) e a mistura foi saturada com argon. O baldo
contendo a solugdo foi mantido rolhado num banho de 6leo termostatizado a 80°C, durante 4
h sob agitag@do.

No final o baldo foi arrefecido e formou-se um precipitado ((-)-epicatequina acetilada que
ndo reagiu) que foi posteriormente removido por filtragdo sob vacuo. O filtrado foi evaporado
a secura no evaporador rotativo e o residuo resultante, correspondente ao derivado bromado,

foi dissolvido em 40 mL de etanol (p.a.).

2.1.3- Condensacio

A solugio alcoodlica anterior foram adicionados 300 mg de (+)-catequina pentacetilada e
400 mg de zinco. A solugdo foi mantida em refluxo durante 60 min num banho de 6leo. A
solugio depois de arrefecida foi filtrada e extraida com 3 x 40 mL de diclorometano.

A fase organica foi lavada com agua e seca com sulfato de sodio anidro. Apos remogéo do
agente exsicante por filtragdo num filtro de pregas, o filtrado foi evaporado a secura e o

residuo dissolvido em 2 mL de metanol saturado com argon.
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2.1.4- Desacetilacio

A solugdo anterior, contendo as procianidinas diméricas e alguns trimeros acetilados,
adicionaram-se 5 mL de uma solugdo de hidroxido de potassio 10% em metanol, previamente
saturado em argon. Esta solugdo foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente, em
atmosfera de argon e protegida da luz durante 1:30 h. De seguida adicionaram-se 25 mL de
agua destilada, gelada, e previamente saturada em argon. O pH da solugio foi ajustado a 4.0
com acido acético a 10%. Os compostos desacetilados foram em seguida extraidos com
acetato de etilo (4 x 15 mL).

A fase orginica obtida foi evaporada a secura e dissolvida em metanol para posterior
fraccionamento e purificagdo por cromatografia em coluna de baixa pressdo.

Dada a sensibilidade dos compostos em estudo face a reacgdes de oxidagdo, em todas as
etapas foi evitado ao maximo o contacto com oxigénio e a exposi¢io destes & luz, nunca os

submetendo a temperaturas superiores a 30°C.

2.2- Isolamento dos oligomeros sintetizados

As procianidinas resultantes do processo de sintese foram submetidas a um longo processo
de fraccionamento e purificagdo por cromatografia liquida em coluna de gel TSK Toyopearl
HW 40(S), seguida por HPLC-semipreparativa, idéntico ao descrito na secgio 2.3. do
Capitulo 1. Os compostos depois de purificados foram liofilizados, pesados e redissolvidos
em agua destilada e desionizada. As solu¢des foram saturadas com argon e armazenadas a —

18°C.
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3- Resultados e Discussao
O cromatograma do fraccionamento da solugdo resultante da sintese numa coluna de gel

TSK Toyopearl HW 40(S), esta representado na Figura 24.

I TSKgel Toyopearl HW-40(S)
I Fluxo: 0.8 mL/min

| Eluente: MeOH

! Coluna:30 x 1.5 em

Absag (UA)

Tempo de retenglio (horas)

Figura 24- Cromatograma de baixa pressdo (gel Toyopearl) referente ao fraccionamento das

procianidinas sintetizadas.

Cada fracgdo identificada no cromatograma da Figura 24 (F1-F7) foi analisada por HPL,C-
analitico (Figuras 25-27) e alguns dos compostos presentes nessas fracgdes foram
identificados com base nos tempos de retengdo e espectros de UV-vis por comparagdo com, 0s

respectivos padroes (Tabela 6).

Tabela 6- Composigdo polifenolica das fracgdes identificadas no cromatograma da Figura 24.

Extracto bruto de sintese

Fracgdo  Tempo de recolha (h) Composigio Polifendlica
Fl 0-1:40 Produtos secunddrios
F2 1:40-2:30 Mondmeros (+)-catequina e (-)-epicatequina
F3 2:30-2:38 Monémeros (+)-catequina e (-)-epicatequina
F4 2:38-3:13 Dimeros B1, B2
F5 3:13-3:56 Dimeros B7, BS
Fo 3:56-4:44 Trimeros
F7 4:44-5:29 Trimeros
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As fracgdes F4 e F5, contendo respectivamente as procianidinas diméricas C4-C8 e C4-C6,
foram misturadas e submetidas a um fraccionamento por HPLC-semipreparativo nas
condi¢des descritas na secgdo 2.3.2. do Capitulo 1. Os dimeros das fracgdes F4 ¢ F5 e os
trimeros da fracgdo F6 depois de separados foram purificados por cromatografia em coluna de
gel TSK Toyopearl de forma idéntica & descrita em 2.3.4. do Capitulo 1, e a sua pureza

analisada por HPLC-analitico.

Absyg

B1
B2

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo de Retengdo (minutos)

Figura 25- Cromatograma de HPLC da frac¢éio F4 correspondente aos dimeros do tipo C4-C8

sintetizados.
<
UEOJ
= B7
. N .
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo de Retengio (minutos)

Figura 26- Cromatograma de HPLC da frac¢@o F5 correspondente aos dimeros do tipo C4-C6

sintetizados.
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Figura 27- Cromatograma de HPLC da fracg¢do F6 correspondente aos trimeros sintetizados.

Tabela 7- Massa e Rendimento das procianidinas obtidas por sintese.

Composto Polifendlico Massa/mg  Rendimento/%
Dimero Bl 4.4 1.1
Dimero B2 7.7 22
Dimero B5 2.6 0.7
Dimero B7 3.3 0.9
Trimero C1 0.5 0.1
Trimero T1 4.5 0.9

Os baixos rendimentos obtidos neste processo de sintese, alias ja referido por outros autores
(Michaud ef al.,, 1973, De Freitas 1665) (Tabela 7) podem ser explicados pela elevada
instabilidade destes compostos que se oxidam muito facilmente na presenga de oxigénio e
sobretudo em meio alcalino. A ultima etapa deste processo de sintese realizada a um pH
muito elevado (pH>11) podera estar na origem das pequenas quantidades de dimeros obtidas,

apesar do cuidado em trabalhar numa atmosfera de argon e na auséncia de luz.

68



—— PARTE2 —
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Parte 2- Estudo in vitro da Actividade Antioxidante das Catequinas e

Procianidinas Oligoméricas face a Oxidacao das LDL Humanas

1- Introducio

Neste trabalho escolheu-se como modelo bioldgico experimental a oxidag@o das lipoproteinas
de baixa densidade (LLDL) humanas, fenémeno que estd associado ao desenvolvimento da
arteriosclerose. A utilizagdo deste modelo biologico tem como objectivo simular a actuagio
localizada dos polifendis que se pretendem estudar. No entanto, é preciso ter em consideragio
que este e outros modelos de estudo 7n vifro ndo atendem a biodisponibilidade destes compostos
quando ingeridos na alimentagdo, nem ao seu metabolismo no organismo, sendo por isso 0s
resultados bastante limitados.

Os trabalhos in vitro surgem como uma alternativa aos estudos in vivo que sdo por vezes
dificeis de por em pratica dada a sua complexidade e dificuldade de obten¢do de biomarcadores
eficazes das moléculas que se pretendem estudar.

Inimeros ensaios in vitro, citados na literatura, tém revelado que os compostos polifenélicos,
abundantes na nossa dieta, possuem uma elevada actividade antioxidante face a variados
substratos. No entanto, grande parte destes trabalhos centram-se no estudo de compostos de baixo
peso molecular disponiveis comercialmente, ou de uma mistura indiferenciada de polifendis
(Bors e Saran, 1987; Sichel er al., 1991, Kitagawa et al., 1992; Frankel et al., 1993, 1995;
Jovanovic et al., 1994; Teissedre et al., 1995; Vinson e Hontz, 1995; Fogliano et al., 1999,
Laranjinha e Cadenas, 1999, Ivanov et al., 2001).

Apesar de ser reconhecido que as procianidinas apresentam uma actividade biologica, existem
poucos trabalhos na literatura que citam a contribui¢do individual de cada procianidina, e estes
trabalhos em geral ndo envolvem substratos biologicos (Ariga e Hamano, 1990; Ricardo da Silva
et al., 1991 (b); Plumb et al., 1998; Gaulejac et al., 1999 (a), (b)).

Neste trabalho estudou-se o efeito de diferentes caracteristicas estruturais das catequinas e
procianidinas isoladas na Parte 1 na sua actividade antioxidante face a oxida¢do das LDL
humanas. As caracteristicas estudadas foram as seguintes:

- tipo de unidade monomérica: (+)-catequina e (-)-epicatequina;

- tipo de ligacdo interflavonoide das procianidinas diméricas (C4-C6 e C4-C8);
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- grau de polimerizag¢do (mondmero, dimero, trimero);

- esterificagdo com o acido galico.

Neste estudo utilizaram-se diferentes metodologias com o objectivo de estudar diferentes fases
do processo de oxidacdo das LDL: I- o estado inicial pela medigdo da fluorescéncia de uma
sonda (acido cis-parinarico) altamente sensivel a oxida¢do e previamente incorporada nas
particulas lipoproteicas; 11- o estado intermédio pela medi¢do do consumo de oxigénio resultante
da actividade oxidante do radical iniciador; Il- o estado mais avangado de oxidagdo pela
medi¢do da absorvincia (234 nm) dos dienos conjugados, produtos da peroxidagdo lipidica

(Laranjinha er al., 1992, 1994; Serafini ef al., 2000).

1.1- As Lipoproteinas

As lipoproteinas de baixa densidade, LDL (“low density lipoproteins”), desempenham um
papel preponderante no nosso organismo sendo as responsaveis pelo transporte do colesterol
plasmatico do figado para os tecidos periféricos. Estas particulas quando sujeitas a um stress
oxidativo estdo intimamente relacionadas com o desenvolvimento de arterioscierose e problemas

cardio- e cerebrovasculares.

1.1.1- Biossintese das lipoproteinas

No organismo humano existem varios tipos de lipoproteinas que podem ser classificadas em
fungio da sua densidade (Tabela 8).

O colesterol, esterificado e livre, e os triacilglicéridos (TAGs) provenientes da dieta séo
incorporados, ao nivel do intestino, em lipoproteinas denominadas quilomicrons (densidade:
<0.94; didmetro: 80-500 nm) que sdo secretadas na linfa e entram no sistema circulatério. Os
TAGs destas particulas lipoproteicas sdo digeridos por enzimas especificas, as lipoproteinas
lipases, que se encontram aderidas as células endoteliais dos capilares do tecido adiposo e dos
musculos. Os acidos gordos constituintes dos TAGs sdo entdo libertados e entram nos adipocitos
onde sofrem esterifica¢do, originando novamente TAGs que sdo oxidados para produgdo de
energia ou armazenados.

As quilomicrons, agora quase desprovidas de triacilglicéridos, dissociam-se do endotélio
capilar e entram novamente em circulagdo. Formam-se assim as quilomicrons remanescentes

(diametro 30-50 nm). Quando atingem o figado, estas sdo reconhecidas por receptores especificos
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e sdo internalizadas por endocitose. No interior das células hepaticas, as enzimas lisosomais
hidrolisam os ésteres de colesterol presentes nas lipoproteinas e originam colesterol livre. O
colesterol livre pode ser usado na biossintese de membranas, armazenado no figado como ésteres
de colesterol, excretado como acidos biliares ou, quando presente em excesso, integrado em
lipoproteinas endogenas, as VLDL (“very low density lipoproteins”; densidade:<1.006; didmetro
30-80 nm) que sdo posteriormente secretadas no plasma.

Os TAGs das VLDL sdo clivados nos capilares pela lipoproteina lipase ¢ formam-se as VLDL
remanescentes designadas /DL (“intermediate density lipoproteins”;, densidade: 1.006-1.019;
didmetro: 25-35 nm), constituidas predominantemente por ésteres de colesterol endogenos. As
IDL tém dois destinos: algumas sdo recrutadas pelo figado e seguem uma das trés vias
anteriormente citadas, ou permanecem em circulagio e ddo origem as LDL (“low density
lipoproteins”; densidade: 1.019-1.063; didmetro: 18-28 nm) por remog¢do dos TAGs ainda
presentes, a cargo da lipoproteina lipase.

As LDL possuem um tempo de semi-vida de 1.5 dias e constituem o maior reservatdrio de
colesterol no plasma humano (60-70% do total). Quando o figado ou os tecidos extrahepaticos
necessitam de colesterol para a sintese de membranas, hormonas esterdides ou acidos biliares,
eles sintetizam receptores especificos de LDL e obtém o colesterol por endocitose. Quando ja ndo
¢ necessario colesterol a sintese de receptores € inibida.

Quando as células morrem e as membranas se degradam, o colesterol livre é libertado no
plasma e é imediatamente incorporado pelas HDL (“high density lipoprotein”; densidade: 1.063-
1.21; didmetro: 5-12 nm), onde ¢ esterificado com um acido gordo de cadeia longa pela enzima
lecitina colesterol aciltransferase. Desta forma o colesterol € removido das células periféricas
para o figado, onde € eliminado.

Enquanto as LDL transportam o colesterol proveniente da dieta do figado para os tecidos
periféricos, onde € utilizado na biossintese de membranas plasmaticas ou armazenado sob a
forma de triacilglicéridos (TAG), as HDL tém como fun¢do o processo inverso, isto €,

transportam o excesso de colesterol das artérias para o figado onde este é eliminado.
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triacilglfcérido) (adaptado de Stryer, 1995).

Tabela 8- Classificagdo, composi¢io e fungBes bioldgicas das diversas lipoproteinas (TAG,

Lipoproteinas Contetdo lipidico Fungio/Destino Densidade
=> Quilomicrons TAG e colesterol Hidrélise pela lipoproteina lipase <0.94
=> Quilomicrons Esteres de colesterol Endocitose no figado -
remanescentes

‘= VLDL:Lipoproteinas Triacilglicéridos Transporte de colesterol € TAG em <1.006
de muito baixa densidade excesso do figado

= [DL:Lipoproteinas Esteres de colesterol Endocitose no figado e converséo 1.006-1.019

de densidade intermédia em LDL

= LDL:Lipoproteinas Esteres de colesterol Transporte de colesterol para tecidos  1.019-1.063
de baixa densidade Fosfolipidos periféricos

=> HDL:Lipoproteinas Esteres de colesterol Transferéncia de ésteres colesterol 1.063-1.21
de alta densidade paralDL e LDL

1.1.2- Composicio das LDL

As LDL possuem um niicleo hidrofébico constituido por lipidos, nomeadamente ésteres de
colesterol, e uma camada hidrofilica circundante composta por lipidos polares (fosfolipidos e
colesterol ndo esterificado) e apoproteinas (Figura 28). A componente proteica das LDL, a
apoproteina B-100, constitui um epitopo que permite o seu reconhecimento por receptores

membranares especificos e consequentemente a sua internalizagdo celular.

Colesterol nfo esterificado
-2« Fosfolipidos

Esteres de colesterol
5% Apoproteina B-100

Figura 28- Modelo esquematico de uma lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Stryer, 1995).
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As LDL contém 4cidos gordos polinsaturados (PUFAs “polyunsaturated fatty acids”), sendo o
scido linoleico o mais abundante (aproximadamente 85% dos lipidos totais). Estas lipoproteinas
possuem tambeém antioxidantes de natureza lipofilica tais como: 0 a-tocoferol, que é o mais
abundante (6 moléculas/unidade), o B-tocoferol, o a- € B-caroteno, 0 licopeno, o ubiquinol-10 e

outros menos abundantes (Esterbauer ef al., 1992).

1.2- A Oxidacéo das LDL

1.2.1- Desenvolvimento da arteriosclerose

Um desequilibrio entre a quantidade de LDL e HDL circulantes no plasma, mais precisamente
um aumento de LDL e diminui¢do de HDL, provoca a acumulagdo de colesterol nas artérias €
uma possivel obstrugdo destas, constituindo um sério risco de arteriosclerose. Para além da
quantidade, o estado de oxidacio das LDL constitui também um factor de risco. A exposigdo do
organismo ao constante stress oxidativo provoca a oxidagdo dos acidos gordos insaturados, e das
proteinas constituintes das LDL, e uma modificagdo irreversivel destas lipoproteinas, impedindo
a sua internalizagdo pelas células, com consequente acumulacdo nas artérias.

A oxidagdo das LDL pode ter varias origens (Steinberg ef al., 1989):

- incorporagio de lipidos ja oxidados nas LDL, que promovem a propagagao da oxidagdo;

- oxidacdo dos acidos gordos insaturados (LH) presentes nas LDL por contacto com as celulas
receptoras ou outro agente oxidante (radicais livres de oxigénio, metais de transi¢do, R

- actuag¢do do sistema imunitario.

As lipoproteinas quando oxidadas sofrem assim profundas modificagdes estruturais que
impedem o reconhecimento das LDL pelos receptores especificos celulares e a sua internalizagao
nas células (Steinberg et al., 1989):

- fragmentagio da apoproteina B-100 (epitopo especifico);

- aumento da carga negativa,

- aumento da densidade (>1.07),

- diminui¢do do teor em acidos gordos insaturados;

- aumento do nivel de formas oxidadas.
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A Figura 29 retrata as varias etapas do desenvolvimento da arteriosclerose propostas por

~ Steinberg (1989).

*%é A citotoxicidade da forma oxidada das LDL fragiliza a integridade do tecido endotelial (I)
. que reveste os vasos capilares, favorecendo a penetragdo das LDL, oxidadas ou ndo, para o
espaco sub-endotelial. Aqui, as LDL ainda ndo oxidadas podem sofrer oxidag¢do por contacto com
radicais livres ou outros oxidantes (II). As LDL ja oxidadas sofrem uma oxidagdo mais extensa e
funcionam como um factor quimioatractivo face aos monocitos circulantes, promovendo a
passagem destes para o espago sub-endotelial (III). As LDL oxidadas sdo endocitadas pelos
macrofagos e formam-se células esponjosas (IV). A modificagdo oxidativa da apoproteina B-100
provoca ainda uma inibi¢io da mobilidade dos monécitos residentes, e consequentemente a
adesdo destes as paredes vasculares (V). Ocorre assim uma deposi¢do de placas arterioscleroticas

nas paredes do sistema circulatorio que provocam a sua obstrugdo, progredindo-se no sentido do

desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

Monocitos
1L.DL circulantes DL
nativa - . N nativa
r - Danificagiio .
o U ‘-/} "' @ endotétio €
S o
=1 S S S Y
Espaco (), \ Ty, \ o~
sub-endotelial \ \.-r / ! ‘:).‘ Yo I \J
\ o A 1 /
P 2 y oot
\ ‘lll lI //

Monécitos l /,

residentes “ Radicais
\ﬁ v ‘ livres
de oxigénio

LDIL
LDL

oxidada .,
“ ;_’ MR oxidada
Célula . "‘

esponjosa

Figura 29- Mecanismos de oxida¢do das LDL e desenvolvimento de arteriosclerose (Steinberg ef

al., 1989).

1.2.2- Mecanismo e produtos da autoxida¢io das LDL

Como foi referido anteriormente a peroxidagdo dos acidos gordos insaturados (LH)
constituintes das LDL parece estar na origem da arterioclerose.

O mecanismo de peroxidagio lipidica pode ser descrito essencialmente em 3 fases: iniciagdo,

propagacdo e terminagdo (Figura 30). A etapa de iniciagio é provavelmente a mais dificil de
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definir devido ao elevado numero de radicais que podem intervir e remover o atomo de
hidrogénio do substrato LH. O agente iniciador (In) pode ser um ido metalico, um radical gerado
por fotolise, por decomposigdo de um hidropéroxido, por irradiagdo de elevada energia, ou de
outra origem, etc. No caso das LDL, como estas sdo pouco porosas, os radicais iniciadores nio
tém capacidade de penetrarem no seu interior e reagem com a cadeia carbonada de um acido
gordo insaturado (LH) constituinte da membrana das LDL, removendo-lhe um atomo de
hidrogénio. Os acidos gordos insaturados apresentam-se como substratos preferenciais da
oxidagdo dada a sua baixa energia de liga¢do relativamente aos 4cidos saturados. Apos a remocio
do atomo de hidrogénio, o radical alquilo formado (L°) sofre uma deslocalizac¢o electronica e da
origem a duas estruturas de ressondncia radicalares (Figura 31). Cada uma delas pode reagir com
uma molécula de oxigénio e originar um radical peroxilo (LOO®). Este radical é capaz de
remover um atomo de hidrogénio de outra cadeia carbonada lipidica (LH) e formar um
hidroperoxido (LOOH) com ligagdes duplas conjugadas (Figuras 30 e 31). O novo radical alquilo
gerado (L") recomega um novo ciclo de propagacao da oxidagdo.

A etapa de terminagdo pode envolver a reacgdo entre duas espécies radicalares da qual resulta
a neutralizagdo de ambas (terminagdo ndo inibida), ou a actuagio de antioxidantes (terminagio
inibida). Os antioxidantes (AH) sdo capazes de neutralizar, mais ou menos eficazmente, os
radicais peroxilo dando origem a um radical, que por reacgio com outro radical, provoca a
formacdo de espécies ndo reactivas.

Da peroxidagdo lipidica resultam varios produtos: os primarios, como é o caso dos
hidroperoxidos com ligagdes duplas conjugadas, e os secundarios, como os aldeidos 4-

hidroxinonenal (4-HNE) e malonaldeido (MDA), cetonas, etc.
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Iniciacdo

LH +In* —> L* + InH (H
Propagacio
L*+ O,—>LOO" (2)
LOO*+LH —> LOOH +L* 3)
Terminagio ndo inibida
LOO® +LOO*—> LOOL + O, ¢
LOO® +L* — LOOL ®)
(6)
L*+L*—>L,
Terminagio inibida
LOO*+AH —> 1LLOOH + A" )]
LOO*+A°*—> LOOA (8)

Figura 30— Mecanismo geral da peroxidagdo lipidica (LH, 4acido gordo insaturado; L°, radical
alquilo; LOO®, radical peroxilo, LOOH, hidroperoxido; In®, radical iniciador; InH, forma

reduzida do radical iniciador; AH e A", formas reduzida e oxidada do antioxidante).
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Figura 31- Mecanismo de peroxidagao lipidica do acido linoleico (LH, acido linoleico; L°, radical
alquilo (estruturas de ressonancia); LOO®, radical peroxilo; LOOH, hidroperéxido com ligagGes

duplas conjugadas; In®, radical iniciador; InH, forma reduzida do radical iniciador).

A oxidacdo lipidica das LDL ¢ acompanhada por variadas modificagdes estruturais € quimicas
que se reflectem na variagdo de varios pardmetros fisico-quimicos (Figura 32). Numa primeira
fase os antioxidantes enddgenos das LDL (essencialmente o o—tocoferol e o f—caroteno) captam

os radicais peroxilo lipidicos e impedem a propagagdo oxidativa, ocorrendo peroxidagdo lipidica
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numa pequena extensdo, com a formagdo de uma quantidade minima de dienos conjugados,
hidroperdxidos e espécies reactivas (aldeidos) com o éacido tiobarbiturico (TBARS, “tiobarbituric
acid reactive species”). Quando os antioxidantes endogenos se esgotam inicia-se a fase 2, na qual
os radicais peroxilo atacam extensivamente e ocorre a propagagdo da peroxidagdo. Durante esta
fase verifica-se a formagdo acentuada de hidroperoxidos, de dienos conjugados e o aumento do
nivel de aldeidos (espécies reactivas TBARS). Simultaneamente verifica-se um aumento da
fluorescéncia a 430 nm como resultado da fragmentagdo da apoproteina B (Esterbauer ef al.,
1991). A terceira fase é marcada essencialmente pela diminuigdo de hidroperdxidos que se

transformam em aldeidos (MDA, 4-HNE).
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Figura 32- Cinética da oxidagdo das LDL e evolugdo da sua composi¢do em termos das espécies
reactivas com o acido tiobarbiturico (TBARS), hidroperéoxidos, dienos conjugados (Abs 234 nm)

e fluorescéncia a 430 nm.

1.2.3- Mecanismos biologicos de prevencio da oxidagio das LDL

O organismo possui mecanismos de defesa antioxidante que t€ém por objectivo impedir ou
retardar a oxidagio das biomoléculas, actuando ao nivel da neutralizagdo de potenciais agressores
como radicais livres, radiagdo UV, raios X, poluigdo, etc. Dessas defesas fazem parte sistemas
enzimaticos como a catalase, a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase e antioxidantes
biologicamente activos como o-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), os
carotendides e os compostos polifendlicos. Pensa-se que os compostos polifendlicos, e
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nomeadamente os flavonoides, devido ao seu caracter hidrofilico (grupos fenoxilo), possam
actuar ao nivel da interface meio aquoso/LDL prevenindo a oxidagdo das LDL (Laranjinha e al.,
1992, 1994; Laranjinha e Cadenas, 1999; Serafini ef al., 2000) através da sua capacidade de
complexar 10es metalicos (Frankel er al., 1993, 1995; Teissedre et al., 1995; Carbonneau et al.,

1597, 1999; Ivanov et al., 2001) e de neutralizar radicais livres (Ivanov et al., 2001) (Figura 33).
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Figura 33- Mecanismos de inibigdo da peroxidagdo lipidica das LDL por acg¢do dos flavonodides
(FI(OH)); FI(0O°), formas reduzida e oxidada do flavonoéide; LH, acido gordo insaturado
constituinte das LDL; L*, radical alquilo; LOO®, radical peroxilo, LOOH, hidroperéxido).

Em 1984, Niki e seus colaboradores descobriram evidéncias da redu¢do do radical tocoferilo
(forma oxidada da vitamina E) pela vitamina C em iniimeros sistemas teste, verificando-se que
quando presentes simultaneamente em solugdo ocorria primeiro o desaparecimento da vitamina C
e s6 depois do esgotamento deste ocorria 0 desaparecimento da vitamina E. Estes resultados
sugerem que os radicais presentes reagem preferencialmente com a vitamina E e por sua vez a
forma oxidada desta reage com a vitamina C de modo a regenerar a vitamina E.

Os estudos de ressonidncia paramagnética electronica (RPE) efectuados por Laranjinha e
colaboradores (1999), envolvendo LDL como substrato de oxidagdo e a vitamina E, a vitamina C

e o acido cafeico (acido fendlico) como antioxidantes vieram, em parte, comprovar estes
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resultados. De facto, o primeiro sinal a ser detectado por RPE foi o do radical cromanoxilo
(derivadl) da vitamina E), seguidamente o do radical do acido cafeico e por fim o do radical
ascorbato. Estes estudos permitiram ainda concluir que o acido cafeico se pode encontrar
l‘ocalizado na interface entre o meio aquoso e as LDL (fase lipidica), sendo capaz de actuar
sinergeticamente com as vitaminas C e E, com regeneragio desta Gltima (Figura 34). Estes
polifenois sdo assim capazes de promover a transferéncia do caracter radicalar da fase lipidica
para 0 meio aquoso circundante, acompanhada por um decréscimo do potencial normal de
redugio das espécies radicalares formadas e diminui¢do dos riscos de oxidagio das LDL no
orgaﬁismo_

Embora estes estudos realizados com o acido cafeico ndo tenham sido alargados a outros
antioxidantes, poder-se-4 esperar que outras espécies polifenolicas apresentem um
comportamento similar em virtude da semelhanga estrutural, nomeadamente pela presenga de
grupos hidrofilicos (hidroxilo) e dos anéis hidrofobicos (benzénicos), e dos valores do potencial
normal de redu¢do. Um estudo realizado por Jovanovic (1994) atribui a (+)-catequina um
potencial normal de redugio de 0.57 V, o que permite inferir uma analogia comportamental em

termos redox com o acido cafeico.
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Figura 34- Acgdo antioxidante sinergética entre o acido cafeico e as vitaminas E e C na
peroxidagdo lipidica das LDL (E°, potencial normal de redugio) (R, -CHy-
(CH,CH,CHCH;CH,):H; R’, -CH=CHCOOH; R, -CH(OH)CH.OH (adaptado de Laranjinha e
Cadenas, 1999).
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1.3- Métodos de analise da actividade antioxidante dos polifendis

Existem muitas metodologias que podem ser usadas no estudo in vifro da actividade
antioxidante de compostos polifenolicos, dada a diversidade de agentes oxidantes: AAPH
(Burton ef al., 1981; Niki et al., 1985; Pryor et al., 1993), Cu(Il) (Carbonneau et al., 1997,
Ivanov ef al., 2001), anido superoxido (Magnani ef al., 2000), AIBN, AMVN (Niki ef al., 1984,
1985); de substratos de oxidacdo: LDL (Laranjinha et al., 1992, 1994; Carbonneau ef al., 1997,
Serafini ef al., 2000; Ivanov ef al., 2001), acido linoleico (Niki ef al., 1984, 1985; Pryor ef al,,
1993); de fécnicas de andlise: monitorizagdo do consumo de oxigénio (Burton et al., 1981; Niki
et al., 1984, 1985), medi¢do espectrofotométrica dos dienos conjugados (Niki ef al., 1985; Pryor
et al., 1993), determinagdo dos produtos secundarios de oxidag@io por reac¢do com o acido
tiobarbiturico (Niki er al., 1985), método do tiocianato (Mitsuda er al., 1981) por
quimioluminescéncia (Niki ez al., 1985), por medigdo espectrofotométrica de radicais estaveis
formados durante a oxidagdo tais como o DPPH (Blois, 1958), ABTS (Miller ez al,, 1993) e
DMPD (Ariga et al., 1990).

Cada uma destas metodologias esta circunscrita a um modelo experimental e permite obter
informagdes bastante importantes e conclusivas mas apenas a nivel comparativo. Isto €, apenas
sob condi¢des experimentais idénticas € valido comparar e hierarquizar a eficiéncia antioxidante

de diversos compostos.

A oxidag¢do controlada das LDL constitui um modelo valido para o estudo da actividade
antioxidante de compostos, nomeadamente das procianidinas. O conceito “controlada” refere-se a
ocorréncia da oxida¢do a uma velocidade constante e conhecida de modo a permitir um estudo
cinético da mesma. Esta condi¢do pode ser conseguida pela utilizagdo de AAPH (“2,2"-azobis (2-
amidinopropane hydrochloride”) como fonte de radicais iniciadores da oxidagdo em alternativa a
outros iniciadores como Cu(Il), lipoxigenase, peroxidases, peroxinitrito € mioglobina (Barclay e7
al ., 1980), utilizados trequentemente neste tipo de estudos. O AAPH é um composto azotado que
sofre termélise a 37°C e origina radicais alquilo, os quais apds reac¢do com o oxigénio ddo

origem a radicais peroxilo (Figura 35).
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Figura 35- Termolise do AAPH.

Os radicais peroxilo provenientes da decomposi¢do térmica do AAPH difundem-se com
facilidade no meio aquoso onde sdo gerados e atingem rapidamente as LDL onde atacam
preferencialmente atomos de hidrogénio bis alilicos da cadeia carbonada de acidos gordos
insaturados (LH), iniciando a peroxidag¢#o.

Neste trabalho avaliou-se a actividade antioxidante de catequinas e procianidinas face a
oxidagdo das LDL iniciada pelo AAPH recorrendo a trés métodos distintos que foram
seleccionados pela sua especificidade e sensibilidade: i) método fluorimétrico utilizando o acido

cis-parinarico; i) medigdo dos dienos conjugados; iii) medi¢do do consumo de oxigénio.

1.3.1- Modelo fluorimétrico utilizando o acido cis-parinarico (cis-PnA)

O acido cis-parinarico (acido 9(Z), 11(E), 13(E), 15(Z)-octadecatetrandico) é um composto
polinsaturado, cuja forma nativa (nfo oxidada) emite fluorescéncia, quando irradiada com um
determinado tipo de radiagdo (Figura 36).

Esta molécula pelo facto de possuir varias ligagdes duplas apresenta-se como um substrato
preferencial de oxidagdo, e a sua cadeia hidrofobica permite a sua inclusdo em sistemas
membranares, e nomeadamente nas LDL, funcionando assim como uma sonda indicadora do

estado de oxidagdo destas lipoproteinas.
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Figura 36- Estrutura do acido cis-parinarico (cis-PnA).

Quando as lipoproteinas e o cis-PnA nelas incorporado sdo submetidos a condigdes de
oxidagdo, pela presenca por exemplo de radicais provenientes da termolise do AAPH, a sonda ¢
facilmente oxidada antes de se iniciar o processo de oxidac¢do dos lipidos constituintes das LDL.
Na presenga de um antioxidante, verifica-se um periodo de inibi¢do da oxida¢do da sonda, e
consequentemente dos acidos gordos intrinsecos as LDL, definido como periodo de indugdo (lag
phase) (t;) que depende da concentragdo e do tipo de antioxidante presente. Apos este periodo de
indugdo, inicia-se a oxidagdo do 4cido cis-parinarico que se traduz por uma diminui¢do da

intensidade de fluorescéncia.

1.3.2- Medi¢ao dos dienos conjugados

Os acidos gordos constituintes das LDL quando sofrem oxidagdo originam hidroperoxidos
com ligagdes duplas conjugadas que possuem absorvdncia caracteristica a 242 ou 234 nm,
dependendo da isomeria apresentada (cis:trans ou trans:trans, respectivamente) como foi
referido anteriormente (Figuras 30 e 31). Na presenga de um antioxidante a oxida¢do dos acidos
gordos, e consequentemente a formagdo de dienos conjugados s3o inibidas por um determinado
periodo de tempo (t;, periodo de indugdo) que se caracteriza por um sinal da absorvincia baixo
aos comprimentos de onda referidos anteriormente.

Apesar de moroso, este método constitui um indice real do estado de oxidacdo dos acidos
gordos das LDL ja que mede directamente a formagfo dos produtos dessa transformagio durante

a fase de propagacdo, contrariamente ao método do acido cis-parinarico.
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1.3.3- Medi¢fio do consumo de oxigénio

O oxigénio intervém directamente na etapa de propaga¢do da peroxidagdo lipidica (Figura 30
e 31). A formagdo dos radicais peroxilo lipidicos durante essa etapa da oxidagdo dos acidos
gordos das LDL ¢ acompanhada por um intenso consumo de oxigénio, o qual € inibido ou
diminuido pela presenga de um antioxidante. Este agente inibidor interrompe ou retarda a
oxidagdo, e consequentemente o consumo de oxigénio, por um determinado periodo de tempo (t;,
periodo de indugio), no fim do qual é retomado o normal consumo de oxigénio.

A monitorizagio do consumo de oxigénio durante uma reacgdo de oxidagdo pode ser

conseguida através de um eléctrodo de oxigénio tipo Clark.
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2- Material e Métodos

2.1- Isolamento das LDL

As lipoproteinas de baixa densidade humanas foram isoladas do plasma de um voluntario por
um processo de ultracentrifugagdo (65000 rpm, 3 h, 15°C) no qual foi possivel obter um gradiente
de densidade de lipoproteinas e separar a fracgio das LDL segundo o método descrito na

literatura (Vieira ef al., 1996).

Uma amostra de sangue fresco (50 mL) foi distribuido por tubos de centrifuga de 10 mL
contendo heparina. O sangue foi centrifugado a 3000 g, a temperatura de 15°C durante 15 min. O
plasma (23 mL) foi separado do “pellet” (células sanguineas) e a este foram adicionados 460 uL
de uma solugdo aquosa de EDTA (50 mM). A densidade do plasma foi ajustada a 1.21 g/mL com
KBr (aproximadamente 7.5 g) por medi¢do num densitometro.

Seguidamente o plasma foi novamente centrifugado numa ultracentrifuga de modo a formar-se
um gradiente descontinuo de densidade das lipoproteinas. Em tubos de centrifuga de
policarbonato foram colocados 2.8 mL de plasma e 6.6 mL de tamp&o fosfato (20 mM fosfato,
110 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4). A adi¢8o de tampdo fosfato sob o plasma foi realizada
muito lentamente (gota a gota) por forma a ndo perturbar o equilibrio entre as fases. Os tubos
foram cuidadosamente colocados no rotor (70.1 Ti) da ultracentrifuga e procedeu-se a
centrifugacdo a 65000 rpm, a temperatura de 15°C durante 3 h, com acelera¢do e desaceleragio
lentas. Em seguida foram separadas 3 fracg¢des de lipoproteinas de diferentes densidades: a
camada superior correspondente as quilomicrons, a camada intermédia correspondente as LDL e
a camada inferior correspondente as HDL (ver Tabela 8).

A fracg@o de cada tubo correspondente a densidade das LDL foi cuidadosamente retirada com
uma pipeta de pasteur e as varias fracgdes misturadas (13.7 mL). Esta suspensio de LDL foi
submetida a uma etapa de concentragdo e purificagdo simultdneas através de um processo de
dialise (2 h, 4°C, no escuro, sob atmosfera de azoto) contra uma solugdo de tampio fosfato (110
mM NaCl, 20 mM fosfato, pH 7.4). A suspensdo concentrada foi filtrada através de um filtro de
porosidade 0.22 um colocado numa seringa. Foi medido o volume da suspensido de LDL filtrada

(4.5 mL), retirada uma aliquota para doseamento do conteudo proteico das LDL e a restante
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por¢do foram adicionados 2.25 ml de sacarose a 30% por forma a impedir a agregagdo das
lipoproteinas. A suspensdo de LDL foi conservada em atmosfera de argon a -70°C.

Todas as solugdes e procedimentos de lavagem foram realizados com agua Milli Q ultra-pura
por forma a impedir a contaminagdo da suspensdo de LDL com metais ou outros agentes de

oxidagdo.

2.2- Determinacio do conteudo proteico das LDL isoladas

O conteudo proteico das LDL isoladas foi determinado espectrofotometricamente pelo método
de Lowry, utilizando albumina sérica bovina (ASB) como padrdo (Lowry ef al., 1951). Para o
efeito foram preparados varios tubos com diferentes concentragdes da proteina padrdo (ASB) e de
LDL. como esta descrito na Tabela 9.

Dez minutos apos a adi¢do do reagente A adicionou-se o reagente B. Os tubos permaneceram
a 30°C durante 30 min e leu-se a absorvdncia a 750 nm. A partir da recta de calibragao

estabelecida através das solugdes padrdo de ASB determinou-se o conteudo proteico das LDL de

2.155 g/L.

Tabela 9- Reagentes e quantidades utilizados na determinag¢do do conteudo proteico das LDL
pelo método de Lowry. ASB, albumina sérica bovina, reagente A: 150 mL (Na;CO;3 2% em
NaOH 0.1 M) + 3 mL (CuSO4.5H,0 0.5% em solugdo aquosa de citrato de sodio 1%); reagente

B: solugdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau (50%).

Padrao(ASB) Amostra (LDL)
Branco
P1 P2 P3 P4 At A2 A3 A4
ASB /L ) ) ) )
(1mg/mL) - 25 50 100 150
LDL/ uL - - - - - 20 20 30 40
H,O /uL 1000 975 950 900 850 980 980 970 960
SDS /uL
(20%) 25 25 25 25 25 25 25 256 25
Reagente A/ mL 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Reagente B/ mL 0.5 05 05 0.5 0.5 0.5 05 05 05
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2.3- Determinacfo da actividade antioxidante das catequinas e procianidinas oligoméricas
A (-)-epicatequina-3-O-galato, o B2-3""-O-galato, os dimeros B1-B8, os trimeros C1 e T1 ndo

_existem no comércio e por isso tiveram de ser obtidos no laborat6rio por extracgdo a partir de

grainhas de uva e por sintese (Parte 1). A (+)-catequina € a (-)-epicatequina, apesar de existiram

no comércio, foram também obtidas no laboratorio.

2.3.1- Monitorizaciio da fluorescéncia do acido cis-parinirico

Os ensaios foram realizados num espectroflourimetro Perkin-Elmer LS 50, com agitagio
magnética e a célula de leitura termostatizada a 37°C. Os comprimentos de onda de excitagdo e
de emissdo foram respectivamente 324 ¢ 413 nm (slit: 3.5 nm) (Kuypers et al., 1987).

Foram realizados varios ensaios preliminares por forma a determinar as concentragdes de
LDL, de cido cis-parinarico (cis-PnA) e de AAPH adequados para este estudo. Relativamente as
LDL, optou-se por uma concentragdo de 45 pg/2 mL ja que nestas condi¢des foram obtidos
valores de fluorescéncia suficientemente elevados (incorporagdo completa de sonda nas LDL) e
sem gasto desnecessario de lipoproteinas. Escolheu-se uma concentragdo de 1.5 pM para o cis-
PnA visto ndo saturar o sistema e o sinal de fluorescéncia ser proporcional a sua concentragao.
Quanto ao AAPH optou-se por uma concentragio de 15 mM de modo a proporcionar um ensaio
com uma dura¢do adequada.

Apos termostatizagio de 2.00 mL de uma solugdo de tampdo fosfato (110 mM NaCl, 20 mM
fosfato, pH 7.4) na cuvete de quartzo (10 x 10 mm) foram adicionados os restantes compostos
pela seguinte ordem:

- Tempo 0’- 20.0 uL da suspensdo de LDL (2.155 mg/mL), equivalente a 45 pg de conteudo
proteico;

- Tempo 1’- 3.0 uL da solugdo etanolica de cis-PnA (1 mM) de modo a obter-se um
concentragdo final de 1.5 M. Em seguida procedeu-se a incorporagio da sonda nas membranas
por agita¢do suave durante 1 min,

- Tempo 2’- solugdo aquosa de antioxidante (catequinas e procianidinas) (para trés valores de
concentracio diferentes). Esta etapa esta ausente no ensaio controlo;

- Tempo 3’- 20.0 uL da solugdo de AAPH (500 mM) numa concentragdo final de 15 mM.

A evolugio da fluorescéncia foi monitorizada durante 30 min (Figura 37).
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O ensaio controlo, sem adigdo de catequinas ou procianidinas, permitiu avaliar a ac¢do dos
antioxidantes endogenos das LDL.

A capacidade antioxidante das catequinas e das procianidinas foi quantificada pelo periodo de
indugdo (t;) caracteristico de cada composto (Figura 37). O t; corresponde ao periodo de tempo
durante o qual o antioxidante é capaz de inibir a oxidagio das LDL. Este parimetro foi
determinado graficamente como o intervalo de tempo entre as intersec¢des das tangentes as
curvas de inibigdo (rectas a; e a) e de propagagdo (rectas b; e b,) da oxidagdo nos ensaios
amostra e controlo. Este parametro fo1 expresso em fungdo da concentragdo de composto testada
(t: = f ([AH])) e o respectivo declive corresponde ao periodo de indugdo molar (T;) (Tabela 10).
Em caso de inexisténcia de t;, a actividade antioxidante das procianidinas foi avaliada pela
velocidade de oxidagdo (kox). Este parametro corresponde ao declive da curva de oxidagdo de
cada ensaio, e quando expresso em fungdo da concentragdo da procianidina testada permitiu
determinar a velocidade de oxidagdo molar (Kox) (Tabela 10).

Todas as solugdes e procedimentos de lavagem foram realizados com agua Milli Q ultra-pura

por forma a impedir a contaminagdo da suspensdo de LDL com metais ou outros agentes de

oxidagdo.
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Figura 37- Evolugdo da fluorescéncia do acido cis-parinarico incorporado nas LDL submetidas a
oxida¢do induzida pelo AAPH em presenca e na auséncia de antioxidante (ensaio controlo) (as e
a,, tangentes as curvas de inibi¢do nos ensaios com e sem antioxidante, respectivamente; by € by,
tangentes as curvas de propagagdo da oxidagdo nos ensaios com e sem antioxidante,

respectivamente; t, periodo de indugdo; k., velocidade de oxidagéo).
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2.3.2- Monitorizacio da formacio dos dienos conjugados

A monitorizagdo da formagdo dos dienos conjugados foi realizada a 37°C num
espectrofotdmetro Shimadzu UV-265 de feixe duplo ao comprimento de onda de 234 nm
(Esterbauer et al., 1989).

Realizaram-se ensaios prévios para determinar a concentragdo de AAPH e LDL adequados
para este estudo. Optou-se por uma concentragdo minima de AAPH (5 mM) visto que este
absorve ao comprimento de onda utilizado para avaliar os dienos conjugados (234 nm), sendo por
isso necessario efectuar uma correcgdo do sinal. Uma concentragdo elevada de AAPH provocaria
uma grande interferéncia no sinal durante a execugdo dos ensaios. Quanto as LDL, optou-se por
uma concentrac¢do de 30 pg/2 mL.

Foi preparada uma solu¢do de AAPH (5 mM, 12 mL) em tampdo fosfato (110 mM NaCl, 20
mM fosfato, pH 7.4). Colocaram-se 2.00 mL desta solugdo de AAPH em duas cuvetes de quartzo
(10 x 10 mm) (cuvetes de referéncia e da amostra) e procedeu-se a correcgdo do sinal de
absorvéncia. Em seguida foram rapidamente adicionados 30.0 pl. de uma solugio do composto
fendlico (concentragdo final de 1.5 uM) e 14.0 pL da suspensio de LDL (2.155 g/L),
correspondente a 30 pg de contetdo proteico. Procedeu-se a uma cuidadosa homogeneizagio da
mistura por forma a ndo desnaturar as LDL. A cada valor de absorvancia registado a 234 nm na
cuvete amostra fol automaticamente subtraido o valor de absorvincia relativo ao AAPH e seus
derivados (cuvete referéncia). Durante os ensaios as cuvetes forma mantidas ao abrigo da luz, a
37°C e tapadas de modo a evitar a evaporagdo da solugdo. Registou-se a evolugdo da formagio
dos dienos conjugados durante todo o processo de oxidagdo por um periodo médio de 5 h para
cada ensaio (Figura 38). Todos os ensaios foram efectuados em triplicado. Para além das varias
procianidinas isoladas na Parte 1 foram também testados alguns compostos antioxidantes
utilizados frequentemente como referéncia em estudos de oxidagdo como o acido ascérbico, o
trolox e o acido cafeico (concentragdo final de 1.5 pM).

Analogamente aos ensaios do cis-PnA, a actividade antioxidante dos compostos foi
determinada a partir dos diferentes periodos de indugdo (t;) dos ensaios na presenca e na auséncia

(controlo) de antioxidante (Figura 38 € Tabela 11).

90



by /-
bz/
A
£
<
3 /
B
Qa -
< a,
-~ Controlo
Antioxidante
T T T T T M 1
150 200 250 300
Tempo (minutos)

Figura 38-Formagdo dos dienos conjugados na presenga e auséncia de antioxidante (controlo) (a;
e a tangentes as curvas de inibigdo da oxidagdo nos ensaios com e sem antioxidante,
respectivamente; by e by, tangentes as curvas de propagagéo da oxidagdo nos ensaios com e sem

antioxidante, respectivamente; t, periodo de indugao).

2.3.3- Monitorizacio do consumo de oxigénio
Os ensaio foram realizados num eléctrodo de oxigénio tipo Clark (Hansatech®) em célula
fechada e ao abrigo da luz, & temperatura de 37°C e sob agitagio, segundo o método descrito na

literatura (Laranjinha ef al., 1992).
A semelhanca dos métodos anteriores, foram realizados estudos preliminares por forma a

optimizar as condigdes experimentais, nomeadamente a concentragdo de LDL, de AAPH e de

antioxidante.

Colocou-se na célula do eléctrodo 1,00 mL de uma solugdo tampdo fosfato (110 mM NaCl, 20
mM fosfato, pH 7.4), & qual se adicionaram 16.5 pL de suspensio de LDL (2.155 g/L),
correspondente a 36 pug de contetdo proteico. A reac¢io de oxidagdo foi iniciada por adi¢do 20,0
uL de uma solugio de AAPH (500 mM), obtendo-se uma concentragdo final de 10 mM. Durante
a fase de propagacdo radicalar adicionaram-se 30,0 uL de uma solugio concentrada de catequinas

ou procianidinas (100 uM) de modo a obter uma concentragdo final de 1.5 uM (Figura 39). Para
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além das catequinas e procianidinas, foram ainda testados o acido cafeico, o dcido ascorbico e o
trolox, numa concentragio final de 1.5 pM. O antioxidante foi adicionado durante a fase de
propagacdo com o objectivo de avaliar se os compostos fendlicos eram capazes de interromper a
cadeia radicalar. Os ensaios foram realizados em triplicado.

A capacidade antioxidante das catequinas e procianidinas oligoméricas foi avaliada pelo
periodo de indugdo determinado graficamente como o intervalo de tempo entre o0 momento de
adi¢do do antioxidante e a ihtersecgﬁo das tangentes as curvas de inibigdo (a) e propagagdo (b) do

ensaio (Figura 39 e Tabela 11).

100 4 ) Adicao do - Controlo
i antioxidante L
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%0,
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Figura 39— Monitoriza¢do do consumo de oxigénio na presenga e na auséncia de antioxidante (a,
tangente a curva de inibigdo da oxidagdo no ensaio com antioxidante; b, tangente a curva de

propagacdo da oxidagdo no ensaio com antioxidante; t, periodo de indugéo).
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3- Resultados e Discussiio

A eficiéncia antioxidante das catequinas ((+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina-3-
O-galato) e das procianidinas oligoméricas (dimeros B1-B8, dimero B2-3"'-O-galato, trimeros
C1 e T1 face oxidagdo das LDL humanas foi avaliada por diferentes metodologias: I- no estado
inicial pela medi¢do da fluorescéncia de uma sonda (acido cis-parinarico) altamente sensivel a
oxidagdo e previamente incorporada nas particulas lipoproteicas; II- num estado intermédio pela
medi¢do do consumo de oxigénio, l1I- num estado mais avangado de oxidagdo pela medigdo da
absorvincia (234 nm) dos dienos conjugados, produtos da peroxidagio lipidica (Laranjinha ef

al.,; 1992, 1994; Serafini et al., 2000).

3.1- Oxidagéo do acido cis-parinarico (método fluorimétrico)

A capacidade neutralizadora das catequinas e das procianidinas face aos radicais peroxilo
hidrofilicos foi avaliada em termos do periodo de indug¢do molar (T;). De um modo geral
verificou-se que o tipo de estrutura e nomeadamente a estereoquimica destes compostos
(isdbmeros) influencia o periodo de indu¢do molar (Tabela 10). As procianidinas diméricas B1-B3
revelaram um comportamento antioxidante diferente das restantes procianidinas e catequinas na
medida em que ndo proporcionaram qualquer periodo de indugdo, mas simplesmente
desaceleraram a reacgdo de oxidagdo. O dimero B4 produziu um periodo de inibigdo embora de
curta duragdo. Dada a auséncia de periodo de indugdo nos dimeros C4-C8 (B1-B4), a
quantifica¢do da sua actividade antioxidante foi efectuada pela determinagdo da velocidade de
oxidagdo molar (Kox). Os dimeros B1 e B2 apresentaram um valor de Kox semelhante, e inferior
ao dos restantes dimeros C4-C8.

No entanto, nos outros dois métodos utilizados neste estudo, dienos conjugados e consumo de
oxigénio, os dimeros C4-C8 induziram um periodo de inibi¢do relativamente elevado
comparativamente aos restantes compostos.

O dimero B2-3""-O-galato apresentou a actividade antioxidante mais elevada (Ti=5.52), logo
seguido do trimero C1, das catequinas e da epicatequina-3-O-galato. Os dimeros C4-C6 (B5-B8)
proporcionaram um efeito inibitorio intermédio e os dimeros C4-C8 (B1-B4), que ndo induziram
qualquer periodo de inibi¢do, revelaram-se os antioxidantes menos eficazes neste método.

E de salientar que, para a gama de concentragdo testadas, se verificou uma dependéncia linear

do periodo de indugdo com a concentragio de catequinas e procianidinas.
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Tabela 10— Actividade antioxidante das catequinas e procianidinas oligoméricas face a oxidagao
do cis-PnA incorporado nas LDL (t;, periodo de indugdo, T, periodo de indugdo molar; ko,

velocidade de oxidagdo, Ko, velocidade de oxidagdo molar).

cis-PnA
. Concentragio ‘ . .
3-flavanéis ti Ti ko, Ky
N
uM 108xM1s st Mg
0.5 - -
(+)-catequina 1.5 602 .77 - -
3.0 868 -
Catequinas
0.5 - -
(-)-spicatequina LS 800 133 - -
3.0 1000 -
) 15 0 0.0501
Bt (epi-cat) 3.0 0 0 0.0358  0.0057
5.0 0 0.0297
o 1.5 0 0.0417
B2 (epi-ep1) 3.0 0 0 0.0328  0.0059
5.0 0 -
Dimeros C4-C8
1.5 0 0.0476
B3 (cat-cat) 3.0 0 0 0.0291 0.0071
5.0 0 0.0220
) 1.5 400 0.0471
B4 (cat-epi) 3.0 423 0.54 0.0293  0.0063
5.0 582 0.0243
1.5 - -
BS5 (epi-epi) 3.0 259 07 - -
5.0 400 -
5.0 - -
B6 (cat-cat) 10.0 431 0.007 - -
50.0 459 -
Dimeros C4-C6 1.5 - -
B7 (epi-cat) 3.0 356 1.29 - -
10.0 1259 -
) 15 500 -
B8 (cat-epi) 3.0 706 1.26 - -
5.0 944 -
B o 1.5 - -
'l (epi-epi-cat) 5.0 842 0.01 - -
10.0 1010 -
Trimeros
o L5 559 -
Cl(epi-epi-epi) 3.0 912 2.35 - -
5.0 - -
0.5 447 -
B2-3"*-O-palato 1.5 1000 5.52 - -
3.0 - -
ﬁslcrcs—guluto 1.5 459 -
(-)-epicatequina-3-O-galato 3.0 747 1.70 N i
5.0 1058 -
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3.2- Medicdo dos dienos conjugados e do consumo de oxigénio

Na Tabela 11, para além do periodo de indugéo (ti) estdo também indicados os valores dos
periodos de indugdo expressos relativamente ao trolox, analogo hidrossoluvel da vitamina E
(ti(plasma)/ti(trolox)).

Nos ensaios da monitorizagdo dos dienos conjugados formados, e sob as condigdes
experimentais descritas, o éster B2-3""-O-galato revelou-se o antioxidante mais eficiente (6.10),
logo seguido do trimero C1 (3.47), dos dimeros C4-C8 (B1-B4) (valor médio 2.66), dos
monomeros (valor médio 2.21) e da (-)-epicatequina-3-O-galato (1.91); os dimeros C4-C6 (B5-
B8), revelaram-se os inibidores menos eficazes (valor médio 1.19), com excepgdo do dimero B8
que apresentou uma actividade antioxidante significativamente superior.

Este método apesar de moroso constitui um indice real da oxidagdo dos acidos gordos das
LDL em oposigdo ao acido cis-parinarico que funciona como uma sonda e que por conseguinte €

um método indirecto de avaliagio.

Nos ensaios da medi¢do do consumo de oxigénio, as catequinas e procianidinas revelaram
uma actividade antioxidante relativa semelhante a constatada nos ensaios espectrofotométricos,
mas com periodos de indugdo menores. A tnica diferenga foi que nestes ensaios as procianidinas
diméricas B7 e B8 (tipo C4-C6) apresentaram uma capacidade antioxidante semelhante a dos

dimeros C4-C8 (B1-B4).

Na generalidade, os resultados obtidos por estes dois métodos apresentam-se similares e
permitem estabelecer uma ordem da eficiéncia antioxidante das catequinas e procianidinas
similar & obtida nos ensaios fluorimétricos, com excepgdo dos dimeros C4-C8, e em especial 0s
dimeros B1, B2 e B3 que induziram um periodo de inibi¢do importante na formagdo dos dienos
conjugados e consumo de oxigénio, contrariamente ao que se verificou na oxidagdo do acido cis-
parinarico, onde ndo apresentaram qualquer periodo de indugéo.

E de salientar que quase todos os compostos polifendlicos testados, com excep¢do do dimero
B6 em ambos os métodos e do dimero B7 nos dienos conjugados, apresentaram um periodo de

indugdo superior ao trolox e aos acidos ascorbico e cafeico.
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Tabela 11- Periodos de indugdo (1) das catequinas, procianidinas e trolox, acido ascorbico e acido

cafeico (1.5 uM) face a oxidagio das LDL (30 pg/2mL) iniciada pelo AAPH (5 mM).

Dienos Conjugados

Consumo O,

Composto
t/s t(plasma)/t(trolox) t/s t(plasma)/t(trolox)
Catequinas
(+)-catequina 138352 221 274+35 30
(-)-epicatequina 130.7+7.3 2.08 265+13 29
Procianidinas
Dimeros C4-C8:
B (epi-cat) 134.1 £ 187 2.14 546436 59
B2 (epi-epi) 159.7 + 8.8 2.55 60.4£0.4 6.6
B3 (cat-cat) 187.8 £ 8.1 2.99 98.7 £ 10.5 10.7
B4 (cat-epi) 1723255 275 63.4+8.1 69
Dimeros C4-C6:
BS (epi-epi) 849+69 135 185+ 26 2.0
B6 (cat-cat) 61.0+4.6 097 0.0+£0.0 0.0
B7 (epi-cat) 706+ 3.2 1.12 56.9+28 6.2
B8 (cat-epi) 180.6 + 31.4 288 63.8%26 69
Trimeros:
T1 (epi-epi-cat) 1224+88 1.95 437120 48
Cl (cpi-epi-epi) 214.6 £10.6 347 1277+ 1438 139
Esteres-galato:
B2-3"-O-galato 385.1£25.2 6.10 239.6+13.5 26.0
(-)-epicatequina-3-O-galato 118.0+ 3.1 1.91 367+£177 4.0
Padrdes
Trolox 627112 1.00 92+0.6 1.0
Acido ascorbico 789+ 11.0 1.26 34103 0.4
Acido cafeico 98.9+2.0 1.58 219+1.1 24
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4- Conclusdes

As catequinas e as procianidinas oligoméricas representam uma frac¢do significativa da
componente polifenolica ingerida diariamente e revelaram, sob as condigdes experimentais
descritas anteriormente, uma actividade antioxidante superior & de antioxidantes como o acido
ascorbico e o trolox. Apesar destes resultados atribuirem uma importante bioactividade a estes
compostos fenolicos, estes factos ndo podem ser extrapolados para a situagdo i# vivo.

O uso de trés metodologias distintas na avaliagdo da capacidade antioxidante permitiu um
estudo mais completo e conclusivo quanto ao modo de acgdo destes polifenois face a peroxidagdo
lipidica.

Nos ensaios fluorimétricos, as catequinas e as procianidinas oligomeéricas actuaram ao nivel da
etapa de iniciagdo da oxidagdo das LDL, neutralizando os radicais peroxilo derivados do AAPH
numa extensdo que dependeu da sua eficiéncia antioxidante (Figura 30, reaccdo 7). Nestes
ensaios os compostos fenolicos testados revelaram dois tipos de comportamento distintos face a
oxidagdo das LDL: os dimeros C4-C6 (B5-B8), as catequinas, os trimeros C1 e T1 e os ésteres-
galato induziram um periodo de inibigdo, no qual a oxidagdo foi quase totalmente suprimida,
enquanto que os dimeros C4-C8 (B1-B3) ndo proporcionaram qualquer periodo de indugdo e
apenas diminuiram a velocidade de oxidagdo, inibindo a oxidagdo numa extensdo limitada.

Destes resultados conclui-se que:

i) os monomeros (+)-catequina e (-)-epicatequina revelaram uma actividade antioxidante
semelhante, sugerindo que a estereoquimica do anel piranico C ndo influencia significativamente
a eficiéncia antioxidante das unidades monomeéricas;

ii) a actividade antioxidante das varias procianidinas diméricas contendo a ligagdo
interflavondide C4-C8 (B1-B4) é semelhante, sugerindo que a sua actividade ndo depende da
natureza da unidade monomérica estrutural. Por outro lado, a protecgdo face a oxidagdo das LDL
proporcionada pelas procianidinas diméricas C4-C8 ¢ superior a exercida pelos dimeros C4-C6,
particularmente quando comparada com os dimeros B5 e B6, sugerindo que a ligagdo
interflavonoide € uma caracteristica estrutural relevante na eficiéncia antioxidante dos compostos.
O diferente comportamento dos dimeros C4-C6 quando comparada com a dos dimeros C4-C8
pode resultar das diferentes conformag¢des que estes dois grupos de procianidinas adoptam em
solugdio aquosa, isto €, estudos moleculares mostraram que os dimeros C4-C8 adoptam uma

conformacdo mais fechada enquanto os dimeros C4-C6 apresentam uma estrutura mais alongada
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(Fronczek et al., 1985; Balas ef al., 1995; De Freitas, 1995, 1998) (Figura 40). Estudos sobre a
lipofilia destas conformagdes parecem indicar que oS dimeros C4-C8 possuem um caracter
hidrofobico ligeiramente superior ao dos dimeros C4-C6 (De Freitas, 1995). Neste caso 0s
dimeros C4-C8 apresentam uma maior afinidade para com a superficie das LDL e assim
interactuam mais eficazmente com os radicais peroxilo de origem lipidica (LOO") do que os
radicais peroxilo presentes na fase aquosa (ROO"), nomeadamente aqueles resultantes do AAPH,
quando comparados com os dimeros C4-C6. Deste modo, os dimeros C4-C8 (B1-B4) pode
exercer um efeito mais pronunciado sobre os radicais presentes no interior das LDL (fase de
propagacio avaliada pela formagdo dos dienos conjugados e consumo de oxigénio) e os dimeros
C4-C6 (B5-B8) exercem uma acgdo inibitoria mais eficaz face aos radicais iniciadores
produzidos na fase aquosa a partir do AAPH, prevenindo a iniciagdo da cadeia peroxidativa das
LDL (fluorescéncia do cis-PnA). Este facto pode explicar o diferente comportamento das duas
séries de procianidinas diméricas nos ensaios com 0 acido cis-parinarico relativamente a
formagio dos dienos conjugados e consumo de oxigénio.

iii) a capacidade antioxidante da (-)-epicatequina, do dimero B2 e do trimero C1 aumenta
segundo esta ordem. Isto pode ser explicado pelo: a) aumento do nimero de grupos hidroxilo
livres, potenciais dadores de atomos de hidrogénio, responsaveis por um aumento da eficiéncia
antioxidante em solu¢dio aquosa; b) aumento do coeficiente de partido deste compostos para a
fase lipidica com o aumento do grau de polimerizagdo (Plumb ef al., 1998).

iv) a actividade antioxidante é aumentada pela esterificagdo do grupo hidroxilo na posi¢do C3
com o acido galico, devido ao aumento do numero de grupos hidroxilo livres. No entanto, a
galoilagdo causa um aumento excepcional da actividade antioxidante no dimero B2-3"'-O-galato
em comparagio com a (-)-epicatequina-3-O-galato. E importante referir que o dimero B2-3"'-O-
galato se revelou o antioxidante mais eficaz nos trés métodos usados. Estudos moleculares
anteriores relativos a determinagdo da conformagdo dos 3-flavandis em solugédo por técnicas de
ressonancia magnética nuclear e modelagdo molecular, mostraram uma possivel interacg¢fo “m-1"
entre o anel aromatico galato e o anel B do dimero B2-3""-O-galato, originando uma estrutura
compacta (Figura 40). Nos compostos analogos, o dimero B2 e a (-)-epicatequina-galato, esta
interac¢do ndo se verifica (De Freitas ef al., 1998). Este aumento extraordinario da actividade

antioxidante do dimero B2 proporcionado pelo grupo galoilo pode ser explicado pela
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estabilizagdo do respectivo radical fenoxilo obtida pela deslocalizagdo adicional do electrdo
desemparelhado entre as orbitais 7 do grupo galoilo e do anel catecol B.

O mecanismo descrito na literatura para explicar o potencial efeito antioxidante do acido
cafeico face a oxidagdo das LDL (Figura 34) pode ser também proposto para as catequinas e
procianidinas (Laranjinha e Cadenas, 1999), isto & os 3-flavanéis devido & sua natureza
hidrofilica podem interagir com a monocamada fosfolipidica das LDL. A superficie das LDL, as
catequinas e as procianidinas podem actuar a trés niveis: i) neutralizacdo de radicais peroxilo e
formagdo de radicais fenoxilo relativamente estaveis, com consequente interrupgdo da cadeia de
propagagdo lipidica; ii) regeneragdo de antioxidantes enddgenos como a vitamina E, a qual
constitui a primeira linha de defesa face aos danos oxidativos (efeito sinergético); iii) quelatagio
de ides de metais de transi¢do cataliticos como Fe(IlI), Cu(Il) e AI(TIT) presentes no interior das

LDL e no plasma, inibindo a iniciagdo da peroxidagdo lipidica.
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Dimero B2 (C4-C8)

Dimero B2-3""-O-galato

Dimero B6 (C4-C6)

OH

Figura 40- Conformagao preferencial dos dimeros B6, B2 e B2-3""-O-galato, determinadas

usando os parametros Allinger's MM2.
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ESTUDO IN VIVO DA ACTIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE UM EXTRACTO DE
GRAINHAS CONSTITUIDO POR
CATEQUINAS E PROCIANIDINAS

OLIGOMERICAS

101



Parte 3

Estudo in vivo da Actividade Antioxidante de um Extracto de Grainhas

Parte 3 - Estudo in vivo da Actividade Antioxidante de um Extracto de

Grainhas Constituido por Catequinas e Procianidinas Oligoméricas

Nesta parte do trabalho procedeu-se ao estudo in vivo da acgdo antioxidante de um extracto
de grainhas constituido essencialmente por uma mistura de catequinas e procianidinas
oligoméricas, recorrendo & quantificagdo da lipofuscina, indicadora do envelhecimento
cerebral, depositada nos neur6nios de ratos e na capacidade antioxidante total do plasma
destes animais. Para o efeito foram administradas solugdes aquosas e hidroalcoélicas com e
sem polifenois a diferentes grupos de animais durante seis meses. Foram estudadas as células
piramidais CA3 do hipocampo ja que nestas é evidente a acumulagio de lipofuscina induzida
pelo etanol. Tratam-se de células previamente estudadas em relagdo a este pardmetro (Borges
et al., 1986), que acumulam quantidades substanciais deste pigmento e que estdo relacionadas

com fungdes cognitivas de extrema importincia como a aprendizagem e a memoria.
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1- Introducio

Tanto a farmacocinética dos 3-flavanois (catequinas e procianidinas), isto é, a sua
absorgdo, distribuigdo/biodisponibilidade, biotransformagdo e excre¢do, como a sua
farmacodindmica, que diz respeito aos efeitos bioquimicos e fisiologicos e seus mecanismos
de ac¢do no organismo, necessitam ainda de muito estudo.

Varios factores limitam a absorgdo dos 3-flavandis e, consequentemente a sua
disponibilidade no organismo. Caracteristicas como o tamanho, a forma, a solubilidade no
local de absorgdo, grau de ionizagdo e lipossolubilidade, bem como a interac¢do com outros
compostos, determinam de forma decisiva a extensio de absorgdo destes polifendis. As
procianidinas mais condensadas, devido ao seu elevado peso molecular, parecem ndo ser
capazes de atravessar directamente a barreira intestinal. Por outro lado, as procianidinas
podem interactuar com determinados nutrientes como proteinas e certos minerais e formar
complexos que devido as suas dimensdes ndo conseguem atravessar a barreira intestinal e sdo
excretados nas fezes e urina (aproximadamente 50%) (Laparra ef al., 1977, Masquelier, 1988;
Santos Buelga et al., 2000). Ja no interior do organismo, a interacgdo dos polifendis com
proteinas plasmaticas como a albumina pode limitar a sua distribui¢@o.

Em termos clinicos, mais importante que a absorgdo é a biodisponibilidade dos compostos,
isto €, a quantidade relativa de dado composto que atinge o seu local de acgdio. Estudos
realizados apontam para uma extensa metabolizagdo das formas mais polimerizadas das
procianidinas antes e apos a sua absor¢do, com consequente limitagdo da sua
biodisponibilidade (Laparra ef al., 1977, Masquelier, 1988). Estudos realizados comprovaram
a rapida absor¢@o das procianidinas ou seus derivados logo apds a sua ingestdo e a sua
distribui¢@o preferencial pelo organismo (aorta, figado, rins e cérebro) (Masquelier, 1988). O
rapido influxo das procianidinas, e dos compostos em geral, nestes 6rgdos podera dever-se a
elevada permeabilidade das respectivas membranas endoteliais, enquanto que no cérebro a
internalizag@o podera dever-se ao elevado fluxo sanguineo que ai chega.

Na dieta mediterranea, uma das principais fontes de obtengdo de 3-flavanodis € o vinho,
nomeadamente o vinho tinto cujo teor nestes compostos pode variar entre 1-3 g/L. (Gaulejac et
al., 1999). Estudos realizados demonstraram que o vinho tinto exerce um efeito preventivo
face ao desenvolvimento de arteriosclerose e doengas cardiovasculares (Masquelier, 1988;
Frankel ef al., 1993, 1995, Simonetti et al., 1996, Vinson ef al., 1995; Carbonneau ef al.,
1997, Ivanov et al., 2001). No entanto, o consumo de vinho suscita ainda muita controvérsia

dados os efeitos nefastos do etanol.
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O consumo cronico de etanol constitui assim um factor de risco de arteriosclerose e
doengas cardiovasculares inerentes (Lochner ef al,, 1994; Regan, 1990; Abdulla e Badawy,
2001), reduz a eficiéncia do sistema imunitario (Masquelier, 1988), provoca sérias lesdes no
aparelho digestivo e principalmente no sistema nervoso central (Andrade et al., 1988; Cadete-
Leite ez al., 1989; Lukoyanov et al., 1999) como a acumulagdo de lipofuscina (Freund, 1982;
Tavares er al., 1985; Borges et al., 1986), e esta ainda associado ao aumento da incidéncia de
cancro devido a indugdo de oxidases, que se traduz numa acumulagio de agentes
carcinogénicos activos e metabolitos toxicos (Allebeck e Olsen, 1998; Reid ef al., 1999,
Schlorff ef al., 1999). Os compostos flavonoides parecem ser capazes de neutralizar estes
efeitos nocivos do etanol pela protecgdo do endotélio vascular e do tracto digestivo superior
conferida pela interacgio com determinadas proteinas e através da sua potencial ac¢do
antioxidante, face 4 oxidagdo de lipidos, proteinas e DNA. E de salientar no entanto que esta
potencial ac¢do neutralizadora apenas sera valida numa situagio de consumo moderado, ja
que o excesso de etanol provoca um desequilibrio total do metabolismo.

A nivel cerebral os conhecimentos da actividade antioxidante dos polifendis sdo ainda mais

escassos e praticamente inexistente no caso dos 3-flavandis (Sun et al., 1999).

1.1- Deposicéio de lipofuscina no cérebro

A lipofuscina € um pigmento amarelo/castanho auto-fluorescente constituido por proteinas
e 4cidos gordos oxidados que se acumula durante o envelhecimento em zonas preferenciais do
organismo como os lisosomas das células do figado, do cérebro e do coragdo. O cérebro
apresenta-se particularmente sensivel aos danos oxidativos, e consequentemente a deposigdo
de lipofuscina, induzida ou ndo pelo consumo de 4lcool, devido & abundincia de cidos
gordos polinsaturados, substratos preferenciais da peroxidagio lipidica, e ao baixo nivel de
defesas antioxidantes (Riley ef al., 1978; Barnes ef al., 1981, Sun et al., 1999).

A acumulagdo deste pigmento constitui um dos indicadores citologicos mais solidos do
envelhecimento, sendo por isso usado como um importante biomarcador (Brunk ef al., 1992).
Apesar da formagdo de lipofuscina ser insuficiente para a caracterizagio do envelhecimento, é
aceite que o aumento da sua formagdo estd sem divida associada as alteragdes do
metabolismo celular relacionado com o avango da idade.

Existe ainda muita controvérsia quanto & formagdo de lipofuscina, mas existem fortes
evidéncias que os lisosomas primarios e os corpos multivesiculares podem constituir formas
transitorias deste pigmento (Cadete-Leite er al, 1988 (a)). Quanto aos respectivos

mecanismos bioquimicos, pensa-se estarem envolvidas a formagio e actuagdo oxidativa de
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espécies reactivas de oxigénio e a actividade hidrolitica de enzimas ao nivel dos lisosomas
(Brunk et al., 1992).

E aceite que durante o envelhecimento ocorrem profundas alteragdes nos acidos nucleicos
que se traduzem, entre outras, em modificagdes da maquinaria enzimatica lisosomal. Os
lisosomas tém como funcdo reciclar metabolitos celulares, transformando-os em moléculas
mais simples que posteriormente atravessam a membrana lisosomal, e no citosol sdo
utilizados na biossintese de novas moléculas. Quando as enzimas lisosémicas estdo
modificadas, estas ndo sdo capazes de cumprir a sua fungdo e acumulam-se macromoléculas
no interior dos lisosomas, as quais acabam por sofrer oxidagdo por contacto com oxidantes
radicalares ou por actuagdo oxidativas de enzimas lisosomais, e formam lipofuscina
(Manzabadi et al., 1991).

Por outro lado, durante o envelhecimento os processos oxidativos da cadeia respiratoria
mitocondrial sofrem também alteragdes que se traduzem numa produgdo excessiva de
espécies reactivas de oxigénio como o H,0O; (Sohal e Brunk, 1992). Esta molécula ao penetrar
nos lisosomas vai-se transformar em HO®, via reac¢do de Fenton catalisada pelo ferro, e este
radical vai oxidar as macromoléculas presentes no interior dos lisosomas e os proprios
constituintes do organelo, nomeadamente as proteinas e os acidos gordos das membranas
fosfolipidicas.

Da autoxidagio de substratos lipidicos resultam hidropéroxidos que se decompdem em
compostos com grupos carbonilo como o malonaldeido e outros aldeidos (Halliwell et al,
1989). Os aldeidos formados estabelecem ligagdes do tipo “cross-link” com os grupos amino
de proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos das quais resultam biomoléculas altamente
polimerizadas incapazes de serem degradadas pelas enzimas lisosomicas e que se depositam
sob a forma de lipofuscina (Constantinides ef al., 1986, Sundelin et al., 2001).

Assim, a velocidade do fenomeno de lipofuscinogénese depende de varios factores: 1)
velocidade de autofagocitose e/ou fagocitose de material para os lisosomas; ii) eficiéncia das
enzimas lisosomicas em degradarem esse material; iii) capacidade da célula exocitar residuos
ndo degradados; iv) extensdio de peroxidagdo nos lisosomas e no meio envolvente. Por seu
lado, o grau de peroxidagio depende da velocidade de formagdo e eliminagdo das espécies
0;" e H,0,, da quantidade de antioxidantes, nomeadamente a vitamina E, da durag&o do
processamento das macromoléculas e ainda do teor de ferro no interior e exterior dos
lisosomas (Brunk ef al., 1992).

Numa fase inicial, a lipofuscina pode funcionar como um reservatério de material oxidado

que, por se encontrar aprisionado no interior dos lisosomas, ndo constitui qualquer perigo para
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a célula; no entanto, quando a porg¢do de citoplasma ocupado pela lipofuscina ultrapassa um
determinado limite, alegadamente por razdes volumétricas, este pigmento comega a interferir
com as funcdes celulares (Sundelin et al., 2001). Verificou-se que neuronios contendo uma
elevada quantidade de lipofuscina apresentavam uma menor por¢io de RNA e a perda de
funcdes especificas em areas como o hipotalamo, hipocampo e cerebelo (Constantinides et
al., 1986).

Sob condigdes normais, isto €, durante o envelhecimento biologico, a formagio de
lipofuscina € relativamente lenta e progressiva ja que os lisosomas funcionam eficazmente € a
actuacdo degenerativa das espécies reactivas de oxigénio é minimizada, no entanto como este
pigmento nio é eliminado da célula, ele acumula-se em funcdo do tempo e reflecte o estado
metabolico celular. No entanto, algumas situagdes contribuem para uma acumulagdo
excessiva de lipofuscina. Basicamente dois mecanismos sao responsaveis por essa deposi¢do
anormal (Sohal et al., 1986):

- danos nas membranas celulares provocada por um aumento da actividade peroxidativa
lipidica resultante por exemplo de uma situagdo de hipoxia cerebral;

- ac¢do de um farmaco oxidante ou alteragbes na maquinaria lisosomal que provocam um
desequilibrio no processo oxidativo celular.

Como j4 foi referido, o etanol provoca sérias lesdes no sistema nervoso central de entre as
quais se salienta a alteragdo do numero e estrutura de organelos celulares (Tavares et al.,
1982, 1985), formagio de placas senis (Paula-Barbosa ef al., 1984), o empobrecimento das
arboriza¢des dendriticas (Tavares et al., 1983), a morte neuronal (Tavares e Paula-Barbosa,
1982), a reducio de contactos sinapticos (Cadete-Leite ef al., 1988 (a) e (b), 1989) e ainda a
deposigdo precoce e progressiva de lipofuscina (Borges ef al., 1986). Estas alteragdes
assemelham-se aquelas observadas nos neurénios de animais envelhecidos (Mann et al,,
1978; Brizzee ef al., 1979), o que correlaciona o0 consumo prolongado de élcool com a
senescéncia neuronal precoce.

O alcool contribui assim para a deposi¢do de lipofuscina principalmente pela indugdo da
peroxidagio lipidica. Este efeito pode ocorrer directamente ou de uma forma indirecta através
de seus derivados (acetaldeido). As propriedades hidrofobicas do etanol facilitam a sua
penetragio nas membranas celulares e a ocorréncia de inumeros distarbios celulares: 1)
desorganizagdo das cadeias acil fosfolipidicas e aumento da fluidez da membrana (Ollat et al.,
1988); ii) alteragdo da funcionalidade de proteinas transmembranares (Sun ef al., 1999); iii)
alteracdes nas enzimas lisosomais (Mezey ef al., 1976); iv) gasto de inimeras vitaminas

incluindo as antioxidantes vitamina E e C (Mitchell ef al., 1998); v) activagdo dos receptores
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de glutamato responsaveis por um influxo massivo de calcio e consequente acumulagido de
radicais livres (Farooqui ef al., 1991). A ocorréncia conjunta destas alteragbes traduz-se num
aumento notdrio da actividade peroxidativa neuronal.

Por outro lado, o etanol pode actuar indirectamente através de seus metabolitos
(acetaldeido e radicais livres) (Eysseric ef al., 2000). O etanol é extensamente metabolizado
no figado pela enzima alcool desidrogenase e origina acetaldeido, que por sua vez € oxidado a
acetato pela aldeido oxidase ou xantina oxidase, dando origem a espécies reactivas de
oxigénio (Fridovich, 1989; Gonthier ef al., 1991, Nordmann et al., 1992). O acetaldeido, tal
como outros aldeidos, pode formar aductos com proteinas e oxidar os seus grupos sulfidrilo,
com consequente polimerizagdo (Sun et al., 1999).

Em 1955, Courville realizou um estudo no qual observou macroscopica ¢ histologicamente
cérebros de alcoodlicos cronicos com idades compreendidas entre os 40 e 50 anos e ao
compara-los com individuos ndo alcoolicos com idade superior a 70 anos concluiu que as
alteragGes eram muito semelhantes. Esta mesma semelhanga foi constatada em modelos
experimentais bioldgicos (Tavares ef al., 1982, 1983). Assim surgiu a ideia do alcool como
indutor do envelhecimento neuronal. Animais jovens submetidos a uma alcoolizagdo cronica
apresentam apos 6 meses de tratamento uma quantidade de lipofuscina nos neurdnios
equivalente a normalmente apresentada por animais com 25 meses de idade (Tavares ef al.,
1983, 1985).

As defesas antioxidantes enziméaticas (catalase, glutationa peroxidase e superdxido
dismutase) e os agentes neutralizadores de radicais livres como as vitaminas E, C entre outros
desempenham uma protec¢do primordial a nivel cerebral face aos danos oxidativos. Estudos
realizados por Brunk (1992) revelaram uma relag@o inversa entre a concentragdo de vitamina
E e a formagdo de lipofuscina, reforgando a teoria da peroxidagdo lipidica como mecanismo

base da lipofuscinogénese.

1.2- Capacidade antioxidante total do plasma

Existe uma variedade enorme de compostos no plasma susceptiveis de sofrerem oxidagéo,
nomeadamente moléculas lipidicas, no entanto este processo € impedido ou retardado pelos
antioxidantes nele presentes. Apesar da importante ac¢do antioxidante atribuida a vitamina E
no organismo, a sua contribui¢do para a capacidade antioxidante total do plasma € de apenas
5-10%, enquanto o urato contribui em cerca de 35-65%, o.ascorbato com 0-24% e as
proteinas plasmaticas com 10-50%. Esta ac¢do das proteinas pode ser explicada pela presenga

de atomos de hidrogénio relativamente labeis, como ¢ o caso do grupo hidroxilo (OH) da
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tirosina ¢ o grupo sulfidrilo (SH) da cisteina, entre outros, que podem actuar como
antioxidantes (Wayner et al., 1985). No entanto, a relevancia biologica da vitamina E advém
ndo da sua abundéancia relativa mas sim do seu caracter lipofilico e do facto de poder ser
regenerada por actuagio sinergética com outros antioxidantes (Wayner ef al., 1987).

O plasma enquanto sistema biologico de estudo acarreta uma grande fonte de variabilidade
como o estado metabdlico do ser vivo, momento de amostragem, complexidade da sua
composi¢do, presenca de elementos indesejaveis, etc., para além de factores experimentais
como a temperatura, pressdo, ou outros de ordem experimental, que podem influenciar de
forma determinante o pardmetro em estudo. Para minimizar o efeito interferente destes
factores recorre-se frequentemente ao uso de um antioxidante que funciona como padrio
interno. O trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E ¢ um dos padrdes usados mais
frequentemente.

A eficiéncia antioxidante total do plasma pode ser entdio expressa pelo pardmetro TRAP,
“Total Radical-trapping Antioxidant Parameter”. A determinagdo do TRAP envolve a
medi¢do do periodo de tempo durante o qual uma amostra de plasma resiste a peroxidagdo
lipidica (ti(plasma)) quando submetida ao ataque de radicais gerados a uma velocidade
constante e conhecida (R;), como o caso dos radicais peroxilo derivados do AAPH, como

descreve a equagdo [1] (Wayner ef al., 1985):

TRAP = R; ti(plasma) (1

O TRAP traduz o n° de moles de radicais peroxilo neutralizados por litro de plasma.

O valor de R; pode ser obtido por adigdo de uma quantidade conhecida de trolox a amostra
de plasma apds o esgotamento dos antioxidantes endogenos, isto é, apos a fase de inibigdo
induzida pelo plasma. O trolox induz um segundo periodo de inibigdo, t; (trolox), que permite
determinar a velocidade de producdo de radicais peroxilo, tendo em conta a concentragdo

([trolox]) e o factor estequiométrico (n) do trolox, como descreve a equagao [2]:

Ri = n [trolox] / t; (trolox) [2]

O factor estequiométrico, n, representa o n° de radicais peroxilo neutralizados por cada
molécula de antioxidante e assume o valor 2.0 para o trolox, tal como para a vitamina E
(Barclay ef al., 1984) e muitos compostos fenolicos (Barclay ez al., 1981).

Substituindo R; na primeira expressdo, vem:
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TRAP = n [trolox] t; (plasma) / t; (trolox) [3]

Trabalhos efectuados por Wayner mostraram que o plasma e o soro apresentam valores de
TRAP semelhantes (1985).

No trabalho em causa, o potencial antioxidante total do plasma foi determinado pela
monitoriza¢do do consumo de oxigénio, utilizando trolox como antioxidante padrdo. O
plasma foi submetido a uma autoxidagdo iniciada por radicais peroxilo derivados do AAPH e

foi determinado o0 TRAP de cada amostra.
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2- Material e Métodos

2.1- Animais e Dieta

Foram utilizados ratos da estirpe Wistar (Charles-River, Barcelona), do sexo masculino
com 6 meses de idade no inicio da experiéncia. Estes foram divididos por 4 grupos, contendo
cada um 6 elementos. Foram colocados 3 animais por gaiola e estes foram mantidos num
biotério sob condi¢Bes controladas de luz (ciclos de 12 h) e temperatura (23°C). Os animais
foram submetidos a tratamento durante 6 meses, findos os quais, ja com 1 ano de idade, foram
analisados.

Os ratos dos diferentes grupos tinham a disposi¢do uma ragdo (Letica, Barcelona) de
composi¢io e quantidade idénticas. Os regimes liquidos variaram segundo o grupo em causa:

- Grupo A: agua (controlo);,

- Grupo B: solugio aquosa de catequinas e procianidinas oligoméricas (CP) (200 mg/L);

- Grupo C: etanol (20%) (controlo);,

- Grupo D: solugdo etanolica (20%) com 200 mg/L de catequinas e procianidinas

oligoméricas (CP).

A quantidade de comida e bebida ingeridas pelos animais de cada gaiola foi registada de 2
em 2 dias e as solugdes de polifendis renovadas. O peso dos animais foi registado

semanalmente.

2.2- Composicio do extracto polifenélico

O extracto polifendlico administrado aos animais foi obtido a partir de grainhas de uvas, de
acordo com o método de isolamento e purificagdo descrito por Michaud (1971). Este extracto
foi submetido a uma série de analises para determinar a sua composi¢do em 3-flavanois. A
composi¢do em catequinas e procianidinas foi determinada por uma conjugag¢do de técnicas
cromatograficas (cromatografia em coluna gel Toyopearl ¢ HPLC), descritas na Parte 1. O
teor do extracto em procianidinas totais foi determinado pela reacgdo de Bate-Smith.

Verificou-se que o extracto polifendlico era constituido quase na totalidade (>99%) por
uma mistura de catequinas e procianidinas apresentando a seguinte composig@o (determinada
por HPLC) (1 g de extracto): (+)-catequina 0.056 g; (-)-epicatequina-3-O-galato 0.050 g; (-)-
epicatequina-galato 0.016 g; B1 0.237 g; B2 0.138 g; B3 0.032 g; B4 0.038 g; B5 0.026 g; B8
0.008 g; B2-3""-O-galato 0.151 g (3-flavandis totais: 0.769 g). A restante massa do extracto

correspondia a procianidinas mais polimerizadas.
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2.3- Deposi¢ao de lipofuscina no cérebro

A quantidade de lipofuscina nos neurénios dos animais foi avaliada no final do tratamento
(ao fim de seis meses) segundo o método descrito por Borges e colaboradores (1986).

Os animais foram anestesiados com uma solugdo aquosa de hidrato de cloral a 1% e
perfundidos transcardiacamente com a solugdo de perfusdo (glutaraldeido (1%) e
paraformaldeido (1%) em tampdo fosfato 0.12 M (pH 7.4)) durante 20-30 min (Palay e Chan-
Palay, 1974).

Os cérebros dos animais foram removidos, as formagdes do hipocampo foram
individualizadas e mergulhadas durante 2 horas na solugdo de perfusdo. A formagdo do
hipocampo foi cortada em blocos de pequenas dimensdes (<1 mm de didmetro) e tratados de
acordo com os métodos descritos por Palay e Chan Palay (1974). De modo resumido o
material foi lavado em tampdo fosfato e ulteriormente processado para observagdo em
microscopia electronica de acordo com o método de rotina praticado no Instituto de Anatomia
da Faculdade de Medicina do Porto:

a) osmicagd@o: o material permaneceu mergulhado numa solugéo de tetroxido de dsmio a
1% (em tampdo fosfato 0.12 M) durante 2 h a 4°C e sob agitag@o;

b) coloragdo: ap6s osmicagdo, o material foi lavado com agua destilada e submetido a
coloragdo pelo acetato de uranilo 1% (solugdo etandlica a 70%), durante 45 min e a 4°C;

c) desidratagdo: o material foi desidratado por imersdo em solugdes etanolicas de
concentragio crescente: 70°, 5 min; 80°, 5 min, 90°, 5 min, 95°, 15 min, etanol absoluto 15
min+15 min. Seguiu-se uma lavagem em oxido de propileno;

d) inclusdo: os blocos foram mergulhados numa mistura 6xido de propileno/Epon 1:1
(v/v). Ao fim de 30 min a solugdo foi renovada e os blocos permaneceram imersos mais 30
min. Seguidamente estes foram mergulhados em Epon durante 30 min a 60°C;

e) polimerizagdo: o material permaneceu a 60°C durante 24 h.

O estudo morfométrico dos granulos de lipofuscina foi realizado nas células piramidais da
subdivisdo CA3 da formagio do hipocampo. De cada animal foram escolhidos trés blocos.
Foram realizados cortes ultrafinos com uma espessura de 70-90 nm de 3-4 células por bloco.

Procedeu-se & dupla coloragio do material por forma a realizar a quantificagdo dos
granulos de lipofuscina:

a) o material foi mergulhado em acetato de uranilo 20% (em solugdo de metanol a 50%)

durante 30 min e seguidamente seco a 30°C;
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b) as amostras foram coradas numa solugdo aquosa de citrato de chumbo (Pb(NOs), 4%,

NaCH;COOH 6%) durante 15 min e novamente secas a 30°C.

As células foram fotografadas com uma ampliagdo primaria de 4000x e posteriormente
estudadas com uma ampliagio final de 12000x. Utilizaram-se os neur6nios seccionados
equatorialmente ja que os granulos de lipofuscina predominam nos polos das células.

A quantificagio da acumula¢do de lipofuscina foi realizada de acordo com as técnicas
descritas por Weibel (1978). Mediram-se as areas da célula e do nicleo com um MOP
Videoplan e por diferenca calculou-se a area do citoplasma (Aci). A razdo entre a area dos
granulos de lipofuscina (Ayp) € a area de citoplasma permitiu determinar a densidade
volumétrica percentual dos granulos do pigmento (Vy), isto €, a fracgdo de citoplasma

ocupada pela lipofuscina (expressdo [4]).
V, = Alip/Acit x 100 [4]

Procedeu-se igualmente a quantificagdo da area de citoplasma ocupada pelo
compartimento lisosomal, isto é, pelos lisosomas e pelos corpos multivesiculares, por um
processo idéntico ao praticado para os granulos de lipofuscina.

Determinou-se o volume de algumas células de cada grupo e o volume dos respectivos
nticleos tendo em conta a secgdo da amostra e a sua espessura por uma metodologia bastante
complexa praticada no Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina do Porto (Leal et al,,
1998). Por diferenga calculou-se o volume do citoplasma (Vi) € multiplicando-se a densidade
volumétrica da lipofuscina ou do compartimento lisosémico (Vy) pelo respectivo volume de
citoplasma obteve-se o volume de citoplasma ocupado pelos grinulos de lipofuscina (Vi) ou

pelo compartimento lisosémico (expressdo [5]).
Vip = Vy x Ve [3]

2.4- Capacidade Antioxidante Total do Plasma

No final do tratamento, foram recolhidas amostras de sangue (~ 2 mL) de cada animal.
O sangue foi centrifugado a 4000 rpm durante 4 min e o sobrenadante foi novamente
centrifugado a4 mesma velocidade durante 1 min. Recolheu-se o plasma e procedeu-se a
determinagio do TRAP. As amostras de plasma foram mantidas a —70°C sob atmosfera de

argon até a sua analise. A determinagdo do TRAP foi efectuada num eléctrodo de oxigénio
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tipo Clark em célula fechada ao abrigo da luz, sob agitagdio e termostatizacdo a 37°C. Foram
colocados 2.00 mL de uma solugdo de tampdo fosfato (110 mM NaCl, 20 mM fosfato, pH
7.4) na célula do eléctrodo e adicionaram-se 16.0 pL de uma solugio de AAPH 500 mM, de
modo a obter uma concentragdo final de AAPH 4 mM. Apoés 1 min adicionou-se uma
aliquota de plasma (33.0 uL) e quando esgotado o contetido antioxidante do plasma (inicio da
fase de propagacdo), foram adicionados 67.0 pl. de uma solugdo de trolox 100 pM
(concentragdo final 4.25 uM). |

A concentragdo de AAPH e de trolox, bem como a quantidade de plasma foram estudadas
previamente de modo a que proporcionassem fases de inibigdo e propagagdo perceptiveis. Os
periodos de indugdo do plasma e do trolox foram determinados como o intervalo de tempo
entre 0 momento de adigéo do plasma ou do trolox, e a intersec¢do das tangentes as curvas de
inibigdo (a; e a) e de propagacgdo (b; e by) da oxidagdo para cada um deles (Figura 41).

Calcularam-se os valores do pardmetro TRAP pela expressido [3].

100 — — Adicao de plasma

ay ~

N

Adicao de trolox

b, \l/

BN

2

% O,

t. t.
i(plasma) i(trolox)
v %—‘"? v : Vﬁ :
T T . T ' . T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (minutos)

Figura 41— Monitorizagdo do consumo de oxigénio durante a reacgdo de oxida¢do do plasma.
a;, tangente a curva de inibigdo da oxidagiio na presenga de antioxidantes enddgenos do
plasma; b, tangente a curva de propagagio da oxidagdo apds esgotamento dos antioxidantes
endogenos do plasma; a,, tangente a curva de inibigdo da oxidagdo na presenga de trolox; by,

tangente & curva de propagag¢do apos esgotamento do trolox (t;, periodo de indug3o).
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3- Resultados e Discussio

3.1- Deposi¢io de lipofuscina no cérebro

A morfologia da subdivisio do hipocampo dos cérebros dos animais submetidos a
tratamento com Agua, Etanol+CP e Etanol esti representada nas Figuras 42, 43 e 44,
respectivamente. Os resultados da quantificagdo da lipofuscina e compartimento lisosomal
(corpos multivesiculares, CMV, e lisosomas, lis) estio apresentados nas Tabelas 12 e 13,
respectivamente.

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado pelo teste ANOVA-1 factor (Tabela
14) no qual se verificou se o tratamento tinha dado efeito, isto €, se os resultados para cada
um dos parametros (VV ip, VV cmvsis, volume jp, volume cmv+is) eram significativamente
diferentes. Realizou-se também uma analise dos resultados da densidade volumétrica (V) e
do volume dos granulos de lipofuscina pelo teste de Tukey HSD por forma a identificar a
origem da variabilidade, isto é, os elementos responsaveis pelas diferengas detectadas. Os

resultados foram considerados significativamente diferentes quando p<0.05.

Figura 42- Célula da subdivisio CA3 do hipocampo de um animal submetido a tratamento
com Agua (Grupo A: Controlo) durante 6 meses (seta, granulo de lipofuscina; cabeca de seta,

lisosoma; dupla cabega de seta, corpo multivesicular; ¢, célula; N, ntcleo).
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Figura 43- Célula da subdivisio CA3 do hipocampo de um animal submetido a tratamento

com Etano+CP (Grupo D) durante 6 meses (seta, granulo de lipofuscina; cabega de seta,

lisosoma).

Figura 44- Célula da subdivisdo CA3 do hipocampo de um animal submetido a tratamento

com Etanol (Grupo C: Controlo) durante 6 meses (seta, granulo de lipofuscina; cabega de

seta, lisosoma).
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Tabela 12- Valores da densidade volumétrica (Vv) e volume de citoplasma das células CA3
do hipocampo ocupados pelos granulos de lipofuscina nos grupos A (Agua), B (Aguat+CP 200
mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) no final do tratamento (6 meses)

(CP- catequinas e procianidinas).

LIPOFUSCINA
Grupo
v, Volume
% Meédia - Média
+ desvio padrdo * desvio padrio
A: Agua 0.0159 33.69
0.0174 36.87
0.0180 38.14
0.0189 0.0174 £0.0023 40.05 36.91 £4.96
0.0138 29.24
0.0205 43.44
B: Agua+ CP  0.0168 34.42
0.0205 42.00
0.0185 37.90
0.0151 0.0174 £ 0.0020 30.94 3555+4.03
0.0175 35.86
0.0157 32.17
C: Etanol 0.0306 63.98
0.0340 71.09
0.0403 84.26
0.0329 0.0352 +£0.0034 68.79 73.53+7.19
0.0374 78.20
0.0358 74 .85
D: Etanol + CP 0.0137 30.66
0.0253 56.63
0.0286 0.0210 +0.0061 oot 46.93+12.96
0.0151 33.80 '
0.0227 50.81
0.0204 45.66
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Tabela 13- Valores da densidade volumétrica (Vv) e volume (um®) de citoplasma das células
CA3 do hipocampo ocupados pelo compartimento lisosémico (corpos multivesiculares
(CMV) e lisosomas) nos grupos A (Agua), B (Agua+CP 200 mg/L), C (Etanol 20%) e D
(Etanol 20%+CP 200 mg/L) no final do tratamento (6 meses) (CP- catequinas e

procianidinas).
CMV + LISOSOMAS
Grupo V, Volume
% Méda s Medla )
+ desvio padrdo + desvio padrio
A: Agua 0.0100 21.19
0.0088 18.65
. 0.0083 + 0.0017 1801 17.52 £3.54
0.0098 : ‘ 20.77 D
0.0060 12.71
0.0065 13.77
B: Agua + CP 0.0121 . 24.79
0.0096 19.67
0.0070 14.34
0.0039 0.0077 +0.0030 799 1574 £6.16
0.0084 17.21
0.0051 10.45
C: Etanol 0.0112 23.42
0.0115 24.04
o 0.0113 +0.0046 3910 23.5249.55
0.0057 : : 11.92 T
0.0130 27.18
0.0074 15.47
D: Etanol + CP 0.0077 1723
0.0163 36.48
non 0.0097 +0.0041 278 21.71£9.19
, +0. : :
0.0078 17.46
0.0047 10.52
0.0092 20.59
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Tabela 14- Resultados da analise estatistica (ANOVA-1 factor) da densidade volumétrica (V)
e do volume (um’) de citoplasma das células CA3 do hipocampo ocupados pelos granulos de
lipofuscina e pelo compartimento lisosémico (corpos multivesiculares (CMV) e lisosomas)

nos animais dos 4 grupos (p<0.05) (g 1., graus de liberdade).

ANOVA
Parimetro
F
gl (3,20)
LIPOFUSCINA V, (%) 3144 <Ix10°
Volume (pm3) 28.58 <1x10
CMYV + LISOSOMAS
V, (%) 1.23 0.32
Volume (pum?) 1.15 0.38
0,04 -
. I
c
s .
2
o
:g' * * .|-
:\3 0,02 A T T
=
ALY
°
N
=
0,00 T T T )
Agua Agua+CP Etanol Btanol+CP
Grupos

Figura 45- Valor médio e respectivo desvio padrdo da densidade volumétrica (Vv %) do
citoplasma das células CA3 do hipocampo ocupada pelos granulos de lipofuscina nos grupos
A (Agua), B (Agua+CP 200 mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) (*

p<2x104 vs. Etanol) (CP- catequinas e procianidinas).
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Figura 46- Valor médio e respectivo desvio padrdo do volume de citoplasma das células CA3
do hipocampo ocupado pelos granulos de lipofuscina nos grupos A (Agua), B (Agua+CP 200
mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) (* p<2x10™, ** p<3x10™*vs. Etanol)

(CP- catequinas e procianidinas).

A anilise estatistica (ANOVA-1 factor) revelou que os grupos estudados apresentaram
diferencas significativas entre si no que respeita a quantidade de lipofuscina depositada no
cérebro dos animais (Tabela 14, p<0.05), o mesmo ndo aconteceu com o compartimento
lisosomal (Tabela 14, p>0.05).

O teste de Tukey HSD revelou que os animais do grupo C (Etanol) apresentaram uma
quantidade de lipofuscina significativamente superior a dos restantes_grupos € que 0s_grupos
A, B e D ndo apresentaram diferengas significativas ente si (Figuras 45 e 46). De facto, os
animais do grupo D (Etanol+PC) apresentaram uma quantidade de lipofuscina no cérebro
bastante inferior & dos animais do grupo C (Etanol) e semelhante & dos animais dos grupos A
(Agua) e B (Agua+CP), o que significa que os polifenois exerceram efeito protector face aos
danos oxidativos do etanol. No entanto, os animais do_grupo B (Agua+PC) apresentavam uma
quantidade de lipofuscina semelhante ao grupo A (Agua) o que significa que ndo se verificou
qualquer efeito dos polifenois.

No que respeita ao compartimento lisosomico, isto €, aos corpos multivesiculares e aos
lisosomas, apesar de ndo terem sido detectadas diferengas significativas entre os grupos, nos
grupos C (Etanol) e D (Etanol+CP) constatou-se que o volume de citoplasma ocupado foi
superior ao dos restantes_grupos, sugerindo um aumento da actividade deste compartimento,
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ou seja um aumento da actividade oxidativa, refor¢ando assim a teoria da estimula¢do dos

processos oxidativos induzida pela ingestdo de etanol.

3.2- Capacidade antioxidante total do plasma

Os resultados da capacidade antioxidante do plasma foram expressos através do pardmetro
TRAP, calculado a partir do periodo de indugdo (ti) proporcionado pelos antioxidantes
endogenos de cada amostra de plasma relativamente ao trolox (padrdo interno) (Tabelals,
Figura 47).

A analise estatistica dos resultados foi semelhante a efectuada na avaliagdo da deposic¢do
de lipofuscina no cérebro (ANOVA-1 factor e teste Tukey HSD). Os grupos que ingeriram
procianidinas apresentaram um valor de TRAP superior aos respectivos controlos; no entanto,
a analise estatistica (ANOVA-1 factor) revelou que essa diferenga ndo era significativa
(Tabela 16 p=0.102) devido & variabilidade registada dentro de cada grupo. Este facto talvez
possa ser explicado pelo momento de recolha das amostras de sangue ndo coincidir com a
concentragdio maxima de polifendis em circulagio e estes ja terem sido absorvidos,
eliminados ou mesmo metabolizados pelo animal, dai nfo terem sido registadas diferengas
significativas. Por outro lado, o método adoptado, medi¢do do consumo de oxigénio por um
eléctrodo do tipo Clark, apresenta-se extremamente sensivel pelo que os factores inerentes ao
metabolismo de cada animal poderdo induzir diferengas importantes. A variabilidade inerente
aos factores de ordem experimental como por exemplo a temperatura, pressdo, concentragao

de radical) foi minimizada por utilizagdo do trolox como padrdo interno.
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Tabela 15- Valores do parametro TRAP dos grupos A (Agua), B (Agua+CP 200 mg/L), C
(Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) no final do tratamento (6 meses) (CP-

catequinas e procianidinas).

t/s TRAP Média
Grupo I — ;
pmol rad. peroxilo/L,, ., + desvio padrio
Plasma Trolox
A: Agua 290 367 407
228 213 551
29.5 19.6 775 617 £142
258 237 561
329 267 635
397 265 772
B: Agua+ CP
363 230 813
348 259 692
31,5 226 718 7831150
37.0 18.0 1059 '
327 267 631
36.8 241 787
C: Etanol
328 232 728
197 221 459
3t 237 676 638 £110
290 233 641
31.1 21.2 756
23.6 21.4 568
D: Etanol + CP
535 36.6 753
497 233 1099
298 250 614 790 £178
28.1 214 676
352 258 703
303 17.5 892
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Tabela 16- Resultados da andlise estatistica (ANOVA-1 factor) do pardmetro TRAP dos
animais dos quatro grupos (p>0.05) (g.1., graus de liberdade).

ANOVA
Parametro
F
gl. (3,20)
TRAP 236 0.102
Tg 1000 - :
: [
Jo]
[oX
800 - -
| [
5 600 -
S
S
£ 400 -
3
o
é 200 -
©
kY
§ 0 . ; :
Agua Agua+CP Etanol Btanol+CP
Grupos

Figura 47— Valor médio e respectivo desvio padrio do parametro TRAP dos grupos A
(Agua), B (Agua+CP 200 mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) no final do

tratamento (6 meses) (CP- catequinas e procianidinas).

3.3- Influéncia dos 3-flavanéis na alimentac¢io e peso dos animais

Ao longo de todo o tratamento (6 meses) com 3-flavanois foram monitorizados trés
pardmetros nos grupos de animais estudados: ra¢do, bebida e peso. Pelo teste ANOVA foi
possivel avaliar a diferenga entre os varios grupos (efeito do tratamento) (Tabela 17), e dentro
de cada grupo a varincia entre as varias semanas de tratamento (efeito da duragio do
tratamento) (Tabela 18), e pelo teste Tukey HSD foram identificados os elementos

responsaveis por essa diferencga (Figuras 48-53).
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3.3.1- Efeito do tratamento com 3-flavanois

Tabela 17- Resultados da analise estatistica (ANOVA-1 factor) relativa a varidncia entre

grupos (efeito do tratamento com 3-flavanois) dos pardmetros ragao, bebida e peso dos

animais (p<0.05) (g 1., graus de liberdade).

3.3.1.1- Efeito do tratamento com 3-flavanéis na ra¢fio ingerida

A analise estatistica (ANOVA-1 factor) demonstrou, com um nivel de significancia de 5%,
que as quantidades de ragdo ingeridas pelos varios grupos (A, B, C e D) foram
significativamente diferentes (p<1x10”) (Tabela 17), pelo que o tratamento teve um efeito
consideravel. No entanto, o teste Tukey HSD revelou que os grupos C (Etanol) e D
(Etanol+PC) ndo demonstraram diferengas significativas entre si (Figura 48). E de referir que

os animais dos grupos C (Etanol) ¢ D (Etanol+CP) ingeriram uma quantidade de ragéo

Variincia entre grupos

Parametro
F p
(g.1. 3, 80)
Racéio 149.75  <Ix10'S
Bebida 184.78 <1x10°
Peso 817  8x10°

significativamente inferior aos restantes grupos.
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Figura 48— Valor médio da quantidade de ragdo ingerida/animal/dia pelos grupos A (Agua), B
(Agua+CP 200 mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) durante o tratamento
(6 meses) e respectivo desvio padrdo. * p<2x107 ** p<5x10~ vs. Agua; ° p<2x10™* vs.

Agua+CP (CP- catequinas e procianidinas).

3.3.1.2- Efeito do tratamento com 3-flavanéis na bebida ingerida

O tratamento estatistico (ANOVA-1 factor) revelou, com um grau de confianga de 95%,
que as quantidades de bebida ingeridas pelos varios grupos sio significativamente diferentes
(p<1xlO'5 ) (Tabela 17). No entanto, o teste Tukey HSD revelou que os grupos A (Agua) e B
(Agua+CP) nio apresentaram diferengas significativas entre si (Figura 49).

Verificou-se que os animais dos grupos C (Etanol) e D (Etanol+CP) ingeriram uma
quantidade de bebida significativamente inferior & dos restantes grupos pelo facto do alcool
lhes causar uma sensagdo gustativa desagradavel, tal como verificado noutros estudos
anteriores (Cadete-Leite ef al., 1995, 1997; Paula-Barbosa ef al., 1991 (a) ¢ (b); Simonetti et
al., 1996).
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Figura 49— Valor médio da quantidade de bebida ingerida/animal/dia pelos grupos A (Agua),
B (Agua+CP 200 mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) durante o
tratamento (6 meses) e respectivo desvio padrio. * p<2x10™* vs. Agua e vs. Agua+CP; *

p<0.04 vs. Etanol (CP- catequinas e procianidinas).

3.3.1.3- Efeito do tratamento com 3-flavandéis no peso

A analise estatistica (ANOVA-1 factor) revelou, com um nivel de significancia de 5%, que
os pesos médios dos varios grupos sio significativamente diferentes (p=8x107~) (Tabela 17),
embora os grupos A (Agua) vs B (Agua+CP) e C (Etanol) vs D (Etanol+CP) ndo apresentem
entre st diferengas notorias (Figura 50).

E de salientar que os animais dos grupos A (Agua) e B (Agua+CP) apresentavam um peso

corporal superior aos restantes animais.
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Figura 50— Valor médio do peso corporal dos animais dos grupos A (Agua), B (Agua+CP 200
mg/L), C (Etanol 20%) e D (Etanol 20%+CP 200 mg/L) durante o tratamento (6 meses) €
respectivo desvio padrio. * p<9x10™ | ** p<2x10? vs. Agua; ° p<0.02 , ® p<0.03 vs.

Agua+CP (CP- catequinas e procianidinas).
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3.3.2- Efeito da duraciio do tratamento com 3-flavanois

Tabela 18- Resultados da analise estatistica (ANOVA-1 factor) relativa a variancia entre
semanas (efeito da duragdo do tratamento com 3-flavanois) dos pardmetros ragdo, bebida e

peso dos animais dos quatro grupo (p<0.05) (g.1., graus de liberdade).

Variincia entre semanas

Pardmetro Grupo
r P
(gl 11, 58)
Racio .
A: Agua 2.85  <5x10°
B: Agua+CP 489  <3x10°
C: Etanol 292 <4x103

D: Etanol+CP 4.08 <2x10-3

Bebida ,
A: Agua 6.06  <l1x10°
B: Agua+CP 431  <2x10%
C: Etanol 2.10 0.035
D: Etanol+CP 2.62 <9x10-3
Peso ,
A: Agua 23.01  <1x10°
B: Agua+CP  11.63  <Ixl10*
C: Etanol 737  <ix1073

D: Etanol+CP 2.15 0.035

3.3.2.1- Efeito da duracio do tratamento com 3-flavanéis na ragio ingerida

O tratamento estatistico (ANOVA-1 factor) permitiu concluir, com 5% de significincia,
que a quantidade de ragdo ingerida por cada grupo ao longo dos 6 meses foi
significativamente diferente (Grupo A: p<5x10~, Grupo B: p<3x10°, Grupo C: p<4dx10~,
Grupo D: p<2x107)) (Tabela 18). O teste Tukey HSD revelou que, na generalidade, foram as
semanas 8, 10, 20 e 22 as que mais contribuiram para essa diferenga em quase todos os

grupos (Figura 51).
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Figura 51- Valores médios da ragdo ingerida/animal/dia por cada grupo durante 6 meses €
respectivos desvios padrdo (Agua+CP: p<0,05 vs (3) semana 6; (®) semanas 1,3,6; (©)
semanas 3,6, Agua: p<0,05 vs () semana 6; (<) semana 10; (4A) semanas 6,14; Etanol+CP:
p<0,05 vs (A) semanas 1,6, (B) semanas 10; () semanas 1,6,16; Etanol: p<0,05 vs (®)

semana 6) (CP- catequinas e procianidinas).

3.3.2.2- Efeito da duracio do tratamento com 3-flavanéis na bebida ingerida

A analise estatistica (ANOVA-1 factor) revelou, com um grau de significincia de 5%, que
a quantidade de bebida ingerida por cada grupo durante o tratamento foi significativamente
diferente (Grupo A: p<1x10~, Grupo B: p<2x10™, Grupo C: p=0.035; Grupo D: p<9x107)
(Tabela 18). O teste Tukey HSD revelou que foram as semanas 18-24 as que mais
contribuiram para essa diferen¢a nos grupos A (Agua) e B (Agua+CP), e a semana 16 nos

grupos C (Etanol) e D (Etanol+CP) (Figura 52).
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Figura 52- Valores médios da bebida ingerida/animal/dia por cada grupo durante 6 meses e
respectivos desvios padrdo (Agua + CP: p<0,05 vs (®) semana 1; (®) semana 8; (©) semanas
6,8; Agua: p<0,05 vs (A) semanas 3,6,8,16; (<) semanas 3,8,16; Etanol + CP: p<0,05 vs (B)

semana 1; (A) semana 3; Etanol: p<0,05 vs (®) semana 3) (CP- catequinas e procianidinas).

3.3.2.3- Efeito da duracio do tratamento com 3-flavanois no peso

A analise estatistica (ANOVA-1 factor) revelou, com um grau de confianga de 95%, que o
peso corporal dos animais de cada grupo sofreu uma variagdo significativa ao longo do
tratamento (Grupo A B,C: p<1x10'5, Grupo D: p=0.035), embora essa variagdo no grupo D
(Etanol+CP) seja pouco significativa (Tabela 18). Nos grupos A (Agua) e B (Agua+CP) as
semanas 16-26 sdo os responsaveis pela diferenga dos valores do peso corporal, enquanto que
no grupo C (Etanol) foram as semanas 20-26 que mais contribuiram para a variagdo (Teste

Tukey HSD, Figura 53).
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Figura 53- Valores médios do peso corporal dos animais de cada grupo durante 6 meses e
respectivos desvios padrido (Agua+CP: p<0,05 vs (®) semana 1, (®) semanas 1,3,6; (®)
semanas 1,3,6,8; (©) semanas 1,3,6,8,10, Agua: p<0,05 vs (X) semanas 1,3,6; (V') semanas
1,3,6,8,10; (>>) semanas 1,3,6,8,10,16; Etanol: p<0,05 vs (*) semanas 1,3; (e) semanas

1,3,6,8) (CP- catequinas e procianidinas).
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4- Conclusdes

Os polifenois apenas exerceram um efeito preventivo face 4 acumulagdo de lipofuscina a
nivel cerebral quando administrados com etanol. Este facto pode ter duas explicagdes
distintas: 1) o etanol ingerido fragiliza a membrana das células do intestino e do cérebro e
facilita a penetragdo dos compostos polifendlicos, justificando a inexisténcia de efeito no
grupo tratado com 4agua (grupo B Agua+PC); ii) os polifendis actuam apenas numa situagdo
de dano celular, como o provocado pelo etanol, em que se verifica um desequilibrio das
defesas antioxidantes endogenas, tal como descrito na literatura para outros compostos como
o piracetam. O piracetam (“2-oxo-1-pyrrolidine acetamide”) € um derivado ciclico do GABA
(“y-aminobutyric acid”) que demonstrou um efeito protector na area do hipocampo em ratos
submetidos a ingestdo prolongada de alcool (Wustmann et al., 1986) tendo sido levantadas
varias hipoteses quanto ao seu mecanismo de acgdo: a) o piracetam parece exercer um efeito
protector face aos receptores de glutamato (Farooqui ef al., 1991) ja que reduz a agregagdo e
aderéncia de eritrocitos e plaquetas as células endoteliais, aumentando o fluxo sanguineo
(Brandao ef al., 1995, 1996) e ainda pela manutengdo da fluidez das membranas através do
aumento da desfosforilagdo das proteinas membranares e estimulo da sintese de fosfolipidos
(Woelk, 1979); b) esta droga parece estimular a sintese proteica (Platt ef al.,, 1973) e ¢)
aumentar a actividade catabdlica neuronal através das suas propriedades antioxidantes,
nomeadamente na preveng¢do da acumulag@o de lipofuscina (Paula-Barbosa ef al., 1991 (b)),
i11) os polifendis apresentam uma solubilidade superior em solugdo alcodlica, o que pode
facilitar a sua absorgdo a nivel intestinal e consequentemente a sua disponibilidade no
organismo.

Os mecanismos pelos quais os 3-flavandis exercem esta ac¢do permanecem por esclarecer,
suspeitando-se que esteja relacionada com a sua forte actividade antioxidante comprovada in
vitro, embora se coloque a duvida dessa actividade antioxidante se poder exercer na
prevencdo da formagdo dos granulos fluorescentes (protec¢do das membranas celulares) ou na
eliminagdo dos pigmentos ja formados (acgdo lipofuscinolitica face aos radicais lipidicos
formados). No que respeita ao neuroprotector piracetam, € sugerido que este actue ao nivel do
melhoramento da actividade enzimatica do compartimento lisosomal (Paula-Barbosa e al.,
1991 (b)).

Apesar dos resultados relativos a capacidade antioxidante total do plasma ndo revelarem
uma diferenga significativa entre os varios grupos estudados, estes parecem indicar que o

tratamento com compostos fenodlicos induz um aumento da capacidade antioxidante do
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plasma, tal como comprovado noutros estudos descritos na literatura (Carbonneau et al.,
1997, 1999).

No que respeita a influéncia do tratamento na quantidade de ragdo e bebida ingeridas e
peso corporal, concluiu-se que os animais submetidos a tratamento com etanol (grupos C
(Etanol) ¢ D (Etanol+CP)) pelo facto de beberem menos (Figura 49) também ingeriram
menos ragdo (Figura 48) e apresentaram um peso inferior ao dos restantes animais (Figura
50).

Por outro lado, verificou-se que os animais do grupo B (Agua+CP) apesar de ingerirem
maior quantidade de ragdo do que os animais do grupo A (Agua) (Figura 48), pesam menos
do que estes (Figura 50). Este facto pode ser explicado pela interac¢do, ao nivel do tracto
gastrointestinal, das catequinas e procianidinas administradas com proteinas e certos minerais
que provoca a formagdo de complexos que dadas as suas elevadas dimensdes ndo sdo
absorvidos e limitam o peso do animal. Nos grupos tratados com etanol esta relagdo ndo ¢
observada talvez devido ao facto do etanol romper as células intestinais ¢ desta forma destruir
a selectividade desta barreira. No entanto como os animais tratados com etanol ingeriram
menor quantidade de ragdo, o seu peso nunca ultrapassa o dos animais submetidos a
tratamento com Agua+CP.

Relativamente ao efeito da duragdio do tratamento, verificou-se que os animais dos varios
grupos ingeriram uma quantidade de ragdo e bebida relativamente constantes durante os seis
meses e ocorreu um aumento regular de peso, com tendéncia para estabilizagdo nas Gltimas

semanas.
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Conclusio geral

A realizag@o deste trabalho contribuiu de forma pertinente para o melhor conhecimento da
funcionalidade das catequinas e procianidinas oligoméricas, compostos presente em relativa
abundancia na nossa dieta e que por isso possuem uma relevancia biologica acentuada.

Concluiu-se que a estrutura molecular destes compostos contribui de forma decisiva para a
sua acg¢do antioxidante face a oxidagdo in vitro das LDL. Estes resultados levam-nos a supor
que os 3-flavandis poderdo exercer no organismo uma importante efeito preventivo face aos
mecanismos oxidativos relacionados como desenvolvimento de inumeras patologias como a
arteriosclerose, as doengas cardio e cerebrovasculares, o cancro e tantas outras. No entanto,
estes factos ndo podem ser extrapolados para a situagdo in vivo devido as limitagdes dos
ensaios in vitro e ao facto da biodisponibilidade de muitos destes compostos constituir ainda
uma incerteza.

Por seu lado, as experiéncias in vivo comprovaram que os 3-flavandis exercem um efeito
no organismo, ja que foram capazes de atenuar os efeitos nefastos do consumo crénico de

etanol a nivel cerebral em ratos.
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